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Resumen ejecutivo

El presente informe da cuenta de los resultados del proyecto FIP 2013-29 “Unidades
poblacionales de raya volantin (Zearaja chilensis) y raya espinosa (Dipturus trachyderma) entre
la V y XllI Regiones. El presente informe contempld la obtencion de una linea base del
conocimiento (objetivo 1), el disefio e implementacion del plan general de muestreo
(objetivo 2) y la identificacion de unidades poblacionales de las especies en estudio a través
de metodologias genéticas (objetivo 3) y demograficas (objetivo 4). De igual forma, se
establecen herramientas de andlisis para la integracion de diferentes fuentes de
informacién y su aplicacién en el manejo pesquero (objetivo 5).

Realizar una revisién bibliogrdfica del estado del arte referente a la identificacién de
unidades evolutivas y demogrdficas en peces cartilaginosos — Se entrega un compendio sobre
los avances cientificos recientes en relacion a la determinacién genotipica y fenotipica en
peces cartilaginosos. De igual forma se incluye una revisiéon bibliografica extensiva que da
cuenta sobre el estado del conocimiento sobre las dos especies en estudio, Zearaja chilensis
y Dipturus trachyderma, en términos de anatomia y morfologia (tamafio corporal,
coloracion, denticulos dérmicos, denticién, componentes esqueléticos, huevos); listados e
inventarios biologicos (rangos de distribucion); habitat y habitos alimentarios; patrones de
historia de vida (reproduccién, edad, crecimiento y longevidad); pesca (sureste del Pacifico,
Atlantico sudoccidental); genética y parasitos.

Diseriar, aplicar y evaluar un plan de muestreo, temporal y geogrdficamente adecuado
para alcanzar los restantes objetivos del proyecto - Durante los meses de noviembre y
diciembre 2014, se capturaron 581 rayas en cinco localidades a lo largo de Chile. Un total

de 3 toneladas fueron capturadas en San Antonio, Valdivia, Puerto Montt, Aysén y Punta



Arenas, lo que representa 581 individuos. Del total de especimenes, 69,8% corresponden a
raya volantin (Z. chilensis) y 30,2% a raya espinosa (D. trachyderma). El total de rayas
capturadas, sirve de informacion base para los restantes objetivos del proyecto, a saber:
coleccion de tejido para la determinaciéon genética, toma de fotografias para la
caracterizacion morfométrica, coleccion de estomagos (y su contenido) para estudios de
parasitos y dieta, y registro de informacién bioldgica para el andlisis de su historia de vida.

Identificar y caracterizar genéticamente la(s) principal(es) unidad(es) evolutiva(s) de
raya volantin y raya espinosa en la costa chilena - Se presenta la comparacién de cuatro
regiones del ADN mitocondrial, tradicionalmente utilizadas para identificar especies. Se
analizaron secuencias parciales de los genes 16S, cox1, nadh2 y la regién control, los que
fueron comparadas a partir de individuos chilenos y desde bases de datos internacionales.
Ninguna region, con la excepcidn de la regién control, provee suficiente informacién para
separar a nivel especifico las rayas en estudio, pero si entregan informacién robusta que
permite inferir el género y potencialmente, determinacion de origen. En el marco del
presente proyecto, se logré por primera vez la obtencion y definicion de regiones dentro
del ADN mitocondrial, con caracteristicas diagnosticas para la identificaciéon de especies.
De forma complementaria, se incluye la descripcion en extenso del genoma mitocondrial
completo de Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma. Estos dos mitogenomas, representan
un avance cientifico y tecnolégico en la ciencia latinoamericana, y son pioneros en la
metodologia y descripcion de mtADN a nivel mundial.

Los analisis genéticos revelaron similitudes y diferencias entre las dos especies de
rayas estudiadas a partir del analisis del marcadores mitocondriales y nucleares. A pesar

de que se observa una evidente falta de estructura poblacional, la variacion en el genoma
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mitocondrial nos entrega mas informaciéon que los microsatélites. Para ambas especies, la
diversidad haplotipica fue relativamente baja pero suficiente para determinar la presencia
de al menos tres stocks o unidades de manejo para Z. chilensis, y dos stocks para D.
trachyderma. Por otra parte, la informacion proveniente del analisis de informaciéon de
microsatélites no fue concluyente a la hora de definir la estructura poblacional de ambas
especies. Sin embargo, nuestros resultados se encuentran fuertemente influenciados por la
fraccion de la poblaciéon que captura la pesqueria artesanal, es decir, una poblacién
compuesta casi en su totalidad por individuos juveniles de ambos sexos y a la ausencia de
hembras maduras.

Identificar y caracterizar la(s) principal(es) unidad(es) demogrdfica(s) de raya
volantin y raya espinosa presentes en la costa chilena - Se analizaron fotografias de 581
ejemplares, 404 Zearaja chilensis y 117 Dipturus trachyderma provenientes de cuatro
localidades de muestreo. Para cada individuo, se registraron 43 medidas morfométricasy 3
caracteres meristicos para analizar la potencial variacion de la forma de cada especie a lo
largo de la costa de Chile. A nivel poblacional, no se pueden evidenciar diferencias
morfolégicas en las dos especies en estudio. En general, las variaciones morfolégicas en
peces cartilaginosos pueden estar asociados a cambios en la condicion reproductiva y en
ninguno de los casos, se observan diferencias morfologicas considerando el lugar de origen
de los individuos, y las Unicas diferencias identificadas obedecen al dimorfismo sexual de Z.
chilensis. A pesar de que no se observaron diferencias significativas en la morfometria de D.
trachyderma, esto puede asociarse a la ausencia de individuos maduros en ambos sexos.
Algunas mediciones morfométricas, como la comparacidon del largo total y el largo del

disco, usualmente utilizadas en los registros de observadores, no son adecuadas para la
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separacion de especies. Para estas mediciones en particular, existe una gran variabilidad
intra-especifica mas relacionada a diferencias sexuales y condicién reproductiva, y no a las
caracteristicas especificas en rayas. Una vez alcanzada la madurez sexual, el abdomen de
las hembras incrementa proporcionalmente mas que en los machos debido a la presencia
de ovocitos maduros y capsulas de huevos. Sin embargo, la proporcién del largo y ancho del
disco, junto con el ndimero de aguijones de la linea media, se presenta como una
combinacién de caracteres que permite la separacion de especies.

La dieta de Z. chilensis y D. trachyderma se describié a partir de 48 individuos
provenientes de 4 localidades. La alimentacion de ambas rayas se especializd6 en
crustaceos y peces 6seos, siendo Sebastes oculatus, Heterocarpus reedi, y Merluccius gayi,
los que presentaron los mayores porcentajes de importancia relativa. Ambas especies
coincidieron en varias presas como alimento indicando una sobre posicion dietaria entre
ellas. Zearaja chilensis presentd una preferencia dietaria de crustaceos (San Antonio y
Valdivia) y peces (Puerto Montt y Punta Arenas). También se observo un cambio
ontogénico, incrementando la cantidad de presas (peces 6seos) o tamaiio de ellas, en rayas
mas grandes. En Dipturus trachyderma en general su dieta se basé preferentemente en
peces 0seos, no se evidencié una variacion significativa entre localidades, y tampoco se
observo una variacion ontogénica. Si bien ambas especies son depredadores especificos,
varian entre consumidores secundarios y terciarios. El presente estudio ampli6 el nivel de
conocimiento de la alimentacién de Z. chilensis y D. trachyderma a lo largo del pais, lo que
ayuda a generar nuevos datos y confirmar caracteristicas de estas especies.

Se analizaron los principales patrones de historia de vida (crecimiento, madurez

sexual y proporcidn sexual) de Z. chilensis y D. trachyderma capturadas en San Antonio,
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Valdivia, Puerto Montt y Punta Arenas. La estructura de tallas para sexos agrupados de
Zearaja chilensis en San Antonio vari6 entre 76,4 a 113,4 cm L7 (92,49 * 8,11 cm); en la
localidad de Valdivia las tallas variaron entre 25,0 y 114,1 cm L7 (88,98 * 5,32 cm). Por su
parte en Puerto Montt las tallas variaron entre 82,1y 119,8 cm Lt (100,44 £ 9,69 cm), y en
Punta arenas el rango de tallas vari6 entre 87,2y 183,0 cm Ly (112,46 + 15,01 cm). La talla
de madurez Lso, sélo se pudo determinar en machos, ya que en las hembras no se hizo
diseccion. En cada una de las cuatro localidades, el 100% de los individuos de Dipturus
trachyderma se encontraron inmaduros. Se determind proporcién de sexos para ambas
especies en cada localidad, resultando en Zearaja chilensis un sesgo significativo hacia las
hembras en Valdivia, Puerto Montt y Punta Arenas. En cambio, en Dipturus Trachyderma

sblo se observaron diferencias en San Antonio.

Como sintesis, al integrar la informacién obtenida durante la ejecucion del presente
proyecto, se evidencia que la informacién proveniente de marcadores mitocondriales es la
herramienta a utilizar a la hora de asignar un individuo a una poblacién de origen, en
especial para localidades con la mayor diversidad haplotipica o si se busca diferenciar
entre poblaciones. En este caso, se logra diferenciar con altos niveles de confianza la
pertenencia de un individuo al conjunto de localidades en aguas exteriores o interiores
(mar interior de Chiloé). Desafortunadamente, al no existir evidentes diferencias en la
estructura poblacional utilizando microsatélites, no se puede asignar una zona de origen a
un individuo solo usando la informacién del genoma nuclear. Sin embargo, se destaca la
alta confianza de los microsatélites en la identificacion de individuos entre estas dos
especies. Ambas especies tienen una firma nuclear especifica, por lo que estos resultados

son extremadamente utiles si se complementan con aquellos mitocondriales que



-Iix -

determinan una zona geografica. Las probabilidades de determinar si una muestra de
tejido pertenece a Z. chilensis o a D. trachyderma, asi como también si esta muestra
proviene desde el océano Pacifico o del Atlantico son altamente confiables.

Al integrar la informacién bioldgica de Z. chilensis y D. trachyderma a nuestros
resultados, se evidencia que las hembras maduras habitarian zonas diferentes a las zonas
de pesca artesanal, y que buscarian ambientes costeros para depositar sus huevos como
estrategias para maximizar la probabilidad de eclosién y posterior supervivencia de

juveniles.
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1. OBJETIVOS DEL PROYECTO

OBJETIVO GENERAL
Identificar unidades evolutivas y demograficas de raya volantin (Zearaja chilensis)
y raya espinosa (Dipturus trachyderma) entre las regiones de Valparaiso y

Magallanes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar una revision bibliografica del estado del arte referente a la
identificaciéon de unidades evolutivas y demograficas en peces cartilaginosos.

2. Disefiar, aplicar y evaluar un plan de muestreo, temporal y geograficamente
adecuado para alcanzar los restantes objetivos del proyecto.

3. Identificar y caracterizar genéticamente la(s) principal(es) unidad(es)
evolutiva(s) de raya volantin y raya espinosa en la costa chilena.

4. Identificar y caracterizar la(s) principal(es) unidad(es) demografica(s) de raya
volantin y raya espinosa presentes en la costa chilena.

5. Estimar el namero de origenes (zonas de desove y/o crianza) y su contribucion

relativa a cada unidad demografica identificada y zona principal de captura.
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2. ANTECEDENTES

Las rayas son peces cartilaginosos bentonicos que ocupan el mismo nicho
espacial que algunos peces 6seos demersales, como lenguados, merluzas y anguilas
(Walker & Hislop, 1998). A diferencia de la mayoria de los peces 0seos, las rayas
tienen patrones intrinsecos de historia de vida que las hacen muy vulnerables a la
sobre-explotacion comercial (Dulvy et al., 2000; Dulvy & Reynolds, 2002; Frisk, 2010).
De esta forma, las rayas presentan desafios Unicos para el manejo pesquero (Stevens
et al., 2000) y para su conservacion (Roberts & Hawkins, 1999; Dulvy & Reynolds,
2002) debido principalmente, a su baja fecundidad, su tardia edad de madurez sexual
y su relativa alta longevidad (Holden, 1977; Frisk et al, 2001). Durante la ultima
década, la evaluacién del estado de conservacion de las rayas en varias zonas
geograficas ha demostrado que especies explotadas comercialmente podrian verse
seriamente amenazadas (Dulvy & Reynolds, 2002) o incluso extirpadas por efecto de
la pesca (Dulvy et al, 2003) en una determinada zona. Por ejemplo, las grandes
disminuciones en las poblaciones y extinciones locales de las rayas Dipturus batis (L.
1758), Dipturus laevis (Mitchill 1818), Rostroraja alba (Lacepede 1803) y Raja clavata
L. 1758 en el Océano Atlantico del Norte, resultado de las actividades de pesca
comercial (Dulvy & Forrest, 2010).

La capacidad de recuperarse, o resiliencia, a la presion pesquera varia entre las
diferentes especies de rayas, sin embargo algunas poblaciones han disminuido
drasticamente (Brander, 1981; Iglesias et al, 2009) mientras que otras han

aumentado sus numeros debido a una reorganizaciéon de sus nichos
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ecologicos(Walker & Hislop, 1998; Dulvy et al., 2000; Dulvy & Forrest, 2010). La
vulnerabilidad de las poblaciones de batoideos se evalia principalmente mediante el
examen de las tendencias pesqueras (Dulvy et al., 2000), en muchos paises de América
del Sur, incluyendo Argentina (Massa & Hozbor, 2003), Brasil (Oddone et al., 2005) y
Chile (Lamilla et al., 2005); las rayas por lo general son registradas bajo una sola
categoria la cual no incorpora caracteres taxondmicos que permitan la diferenciacion
de especies en los anuarios oficiales de desembarques (por ejemplo, la categoria
“raya” incluye al menos tres especies de rayas y otras especies similares). Desde el afio
2003, sin embargo, los desembarques de raya volantin Zearaja chilensis (Guichenot
1848), raya espinosa Dipturus trachyderma (Krefft & Stehmann 1975) y al menos
otras seis especies de rayas capturadas incidentalmente, son registradas de forma
separada y en categorias Unicas.

Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma son las rayas de mayor valor
comercial que habitan en el talud continental del sur de América del Sur, desde
Uruguay (Océano Atlantico sudoccidental) hasta el centro de Chile (sur-este del
Océano Pacifico) (Menni & Ldopez, 1984) y al este de las Islas Malvinas (Agnew et al,
2000). Los primeros desembarques registrados en Chile de raya volantin, se
realizaron en la década de 1970 (Bahamonde et al, 1996); y desde entonces, el
esfuerzo de captura de ambas especies se ha intensificado gradualmente
especialmente en la flota costera artesanal situada entre Valdivia (40° S) y Aysén (45°
S) (Licandeo et al., 2006). Ademas de ser especies objetivo en esta pesqueria, ambas
especies, la raya volantin y la raya espinosa son capturadas como pesca incidental en

la pesca arrastrera industrial de merluzas: en la pesqueria de Merluccius australis
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(Hutton 1872), que opera al sur de 41° 28.6 'S (Quiroz et al., 2009) y en la pesqueria
de Merluccius gayi (Guichenot 1848) que opera entre los 34°28'Sy 41° 28.6' S (Galvez
et al., 1998). Ambas zonas de pesca, artesanal e industrial, no se solapan debido a las
medidas de gestion locales que restringen la captura objetivo para los buques
industriales a sur de 41° 28.6' S y a mas de 5 millas nauticas en aguas chilenas. Segin
los registros oficiales, el desembarque anual nacional (de las flotas artesanales e
industriales) de raya volantin y raya espinosa han aumentado de aproximadamente
1.500 toneladas en 1990 a 3.400 toneladas en 2007, con un desembarque promedio
de 2.800 toneladas para este periodo (SERNAP, 2010). Después de la veda bioldgica
impuesta a la pesca artesanal en el afio 2008, los desembarques de las flotas
industriales han presentado un promedio de 1.727 toneladas entre 2008 y 2009
(SERNAP, 2010). A pesar de este cierre, se han otorgado cuotas de captura marginales
entre 2009 y 2013.

Las rayas de gran tamafo corporal, como lo son la raya volantin y la raya
espinosa, parecen ser mas longevos y aunque tienen un crecimiento mas lento, tienen
un éxito reproductivo menor entre peces cartilaginosos lo que los hace muy
vulnerables a la sobre-explotacion (Dulvy et al., 2000). Ademas, se ha documentado
que una unidad de pesqueria puede cambiar la abundancia y distribuciéon de una
especie de raya ya que esta sesgada a explotar una fraccién de la poblacién (Jennings
et al., 1999; Frisk, 2010). De hecho, existe una correlacion negativa entre el tamafio
corporal y una disminucion poblacional (Walker & Hislop, 1998; Dulvy et al, 2000); y
la raya volantin y raya espinosa no son una excepcién a esta tendencia. Segin

Bustamante et al. (2012), el principal componente de la pesqueria artesanal de rayas
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en Chile, son individuos inmaduros. Por ejemplo para la raya volantin, hembras de
106 cm de longitud total (LT) que equivaldria a 14 afos de edad; y machos de 86 cm
LT, con 11 afios, representan el 85% de la captura total. Condiciones similares han
sido reportadas por Licandeo et al. (2007) para la raya espinosa en el sur de Chile, a
pesar de ser considerablemente mas grande, menos del 37% de la captura total son
rayas maduras, con una talla media de captura de 165 y 175 cm LT en machos y
hembras, respectivamente.

El andlisis de la estructura de talla de captura reportado por Bustamante et al.
(2012), evidencia una pesqueria altamente sesgada hacia los rayas de tamafio medio,
lo que podria comprometer la integridad del stock artesanal. Por ejemplo, la
estructura de tallas de la captura de raya volantin en Valdivia (39.4° S a 40.5° S) varia
considerablemente en comparacién con la captura notificada de las zonas de pesca
australes, como lo son la Isla de Chiloé (41.5° S a 43.5° S), Canal Moraleda (43.8° S a
45.9° S) y el canal de Castro-Magallanes (51.0° S a 54.0° S) (Quiroz et al., 2009). En el
caso de las hembras, los ejemplares maduros representan solo el 8 al 10% de las
capturas totales en el norte de la distribucion (Valdivia, Isla de Chiloé y el Canal
Moraleda), pero cerca del 50% en las zonas mas al sur. Este patrdn se repite para los
machos, con cerca del 75% de individuos maduros en la captura total, en la zona de
Canal Castro-Magallanes en comparacion con aprox. el 14% en la zona de Valdivia. La
razon de estas diferencias en la estructura de talla de captura puede ser debido a una
variacidn latitudinal del esfuerzo de pesca, ya que las zonas de captura mas australes
se han desarrollado hace menos tiempo en comparaciéon con la zona de Valdivia

(Quiroz et al,, 2011). Si la composicion de la captura en las zonas de pesca australes
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representa una situacion relativamente natural, entonces la estructura de tallas de las
capturas en las zonas de pesca en la zona de Valdivia podria correr el riesgo de un

colapso pesquero si se mantienen los niveles de explotacion.
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3. INTRODUCCION

La genética, como ciencia, ha ayudado a la ordenacién de las pesquerias y a la
conservacion de especies marinas durante mas de 50 afios (Ryman & Utter, 1987).
Durante este tiempo, los enfoques de la ordenacion pesquera y el andlisis genético han
cambiado significativamente. La amplitud de los temas considerados por los
administradores pesqueros ha aumentado considerablemente, por lo que ahora,
ademas de los problemas de gestiéon convencionales, problemas como los efectos
ambientales de la pesca y el monitoreo de la pesca ilegal deben ser considerados. Del
mismo modo, la genética ha experimentado una revolucion en las ultimas dos décadas
debido principalmente a los avances en la industria biomédica. También ha habido
avances tedricos significativos en el andlisis de los datos genéticos. Estos cambios se
reflejan en el reciente y rapido crecimiento de las publicaciones cientificas sobre
genética pesquera.

Los administradores pesqueros, investigadores, representantes de la industria
pesquera y genetistas, deben ser mutuamente conscientes de los problemas,
necesidades y capacidades para sacar el maximo provecho de las nuevas tecnologias
genéticas en el sector del manejo y explotacién de recursos marinos.

En Chile, asi como en el resto del mundo, los administradores y legisladores de
recursos pesqueros buscan maneras de explotar sosteniblemente las especies de
interés comercial, utilizando el conocimiento de las partes interesadas, asi como de las
ciencias bioldgicas, fisicas y sociales. Los modelos matematicos basados en las

estimaciones de la biomasa, la productividad y la mortalidad a menudo se utilizan
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para predecir el efecto de las estrategias de explotacion. La biomasa se infiere de la
captura por unidad de esfuerzo u otros métodos. La productividad se mide en
términos del nimero de nuevos individuos producidos por cada generacién de la
poblacién reproductiva (reclutamiento), y por el aumento en el tamafio de todos los
individuos a través del tiempo (crecimiento). La mortalidad es la velocidad a la que los
animales mueren naturalmente o como resultado de la explotacion (King, 2007). Los
modelos se aplican a una poblacién pesquera, la que se define como un grupo
demograficamente cohesivo de individuos que tienen nacimiento edad-especifico,
crecimiento y tasas de mortalidad similares. El movimiento y el entrecruzamiento de
los individuos dentro de la extension espacial de una poblacién es el pegamento que
une a una unidad cohesiva.

De este modo, la conectividad entre las poblaciones retine una sola especie y
equilibra las fuerzas de la diversificacion de deriva genética, mutacion y seleccion, que
de otro modo se combinan para dar lugar a la evolucién en aislamiento y eventual
especiacion (Mayr, 1970). La distribucién y abundancia de los genes se utilizan
comunmente para probar el libre intercambio de individuos, que es la sintesis de la
conectividad entre las poblaciones.

El presente proyecto da cuenta de los avances para estudiar las poblaciones de
dos rayas de interés comercial en Chile, se centra en el uso de la genética para
identificar estructura poblacional, y la forma en que esta informaciéon podria ser
utilizada para investigar la extension del movimiento y entrecruzamiento entre
poblaciones. Nuevas formas de estimar la conectividad emplean el libre movimiento y

el entrecruzamiento, a través de diferentes tipos de especies marinas y modelos
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pesqueros, los que afinan y promueven la colaboracion y el entendimiento mutuo
entre los genetistas y demas cientificos que trabajan en el ambito pesquero. Esta
forma de sinergia es temporalmente adecuada, dado el aumento del nivel de interés
en el uso de la genética en el manejo pesquero (Dichmont et al., 2012) y a las mejoras
tecnolégicas y tedricas que se han producido en los ultimos 5 afios en el campo de la
genética de poblaciones (Allendorf et al., 2010; Helyar et al., 2011; Dudgeon et al.,

2012; Hoban et al., 2012).

3.1. Realizar una revision bibliogrdfica del estado del arte referente a la
identificacion de unidades evolutivas y demogrdficas en peces

cartilaginosos

La identificacion de stock es un campo interdisciplinario que involucra el
reconocimiento de los componentes auto-sustentables dentro de las poblaciones
naturales y es un tema central en la ciencia pesquera y en el manejo (Cadrin et al,
2005). En el marco del presente proyecto, cuando nos referimos a
interdisciplinaridad, nos referimos a la conjuncién ideal de expertos en biologia de
peces cartilaginosos con conocimientos de que sus historias de vida son altamente
diferentes a los peces 6seos; y expertos en genética poblacional/molecular con
conocimientos sobre el manejo sostenible de la pesca comercial de peces
cartilaginosos. Los resultados de la presente revision dan cuenta sobre el estado del
arte para la determinaciéon unidades evolutivas, demograficas y del origen natal de

poblaciones marinas. Esta revisién se basa en avances mas recientes de la literatura
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de peces cartilaginosos abarcando los ultimos 5 afios sobre marcadores naturales
(Hussey et al, 2012; Mackenzie & Abaunza, 2013), determinacién genotipica
(Dudgeon et al, 2012) y determinaciéon fenotipica (Ovenden, 2013; Ovenden et al,

2013).

3.2. Disenar, aplicar y evaluar un plan de muestreo, temporal Yy
geogrdficamente adecuado para alcanzar los restantes objetivos del

proyecto

Una revision reciente sobre el estado de la poblacién de raya volantin que es
capturada por la pesqueria artesanal publicada por Bustamante et al. (2012),
evidenci6 sefiales demograficas de colapso pesquero. Estas sefiales, i.e., cambio en la
talla de madurez sexual (Lso), cambio en la estructura de tamafios en la captura;
también fueron reportados por Lamilla et al. (2010) y Licandeo et al. (2006), para el
stock de raya volantin y raya espinosa en el sur de Chile. Estas sefiales de colapso han
sido documentadas en otras especies de raya de interés comercial como Leucoraja
ocellata en Canada (Kelly & Hanson, 2013), Dipturus batis, Dipturus oxyrinchus,
Rostroraja alba, (Dulvy et al., 2000) y Raja undulata (Ellis et al., 2012) en aguas
europeas. Desde la implementacién de la veda biolégica en Chile durante 2009, menos
de 10% de la cuota historica de desembarque anual (aproximadamente 10 a 25
toneladas) se ha extraido para ambas especies con fines de investigacidn en la unidad
de pesqueria artesanal entre las regiones del Bio-Bio y Los Lagos. Si bien, este

porcentaje representa un porcentaje marginal de captura, se ha mantenido entre los
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afios 2010 y 2012. Los resultados y recomendaciones provenientes desde pescas de
investigacion (Lamilla et al, 2010), han demostraron que la probabilidad de un
colapso pesquero se ha mantenido sin cambios durante 2010 y 2011, a pesar del

“descanso" en las pesquerias que le ha permitido la veda biolégica.

3.3. Identificar y caracterizar genéticamente la(s) principal(es) unidad(es)

evolutiva(s) de raya volantin y raya espinosa en la costa chilena

El analisis de ADN es una herramienta rapida y universal, de alta precision para
la asignacién especie-especifica de una muestra, siempre que la especie haya sido
descrita taxon6micamente y se hayan caracterizado sus regiones del ADN. Este tipo de
andlisis es particularmente util si la muestra carece de los caracteres morfologicos
para la identificacion taxondémica (e.g., identificar un filete de pescado), si los
caracteres morfolégicos no estan bien definidos (e.g., recuentos vertebrales pre-
caudales en tiburones de la Familia Carcharhinidae), si no se conocen los caracteres
morfologicos de diagnodstico (e.g., especies cripticas), o si el estado de conservacion
impide el analisis morfolégico invasivo. A pesar de que se utiliza el término
"identificacién de especies”' para efecto de la presente propuesta, nos apoyaremos en
el uso del ADN unicamente para la descripcién taxondémica. Como se destaco
inicialmente en la introduccion, la informacién extraida del andlisis del ADN son parte
de un conjunto de herramientas taxondmicas auxiliares en la identificacion de

especies (Moritz & Cicerén, 2004; Naylor et al., 2012.).
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Las ventajas operativas de utilizar el ADN como una fuente de datos en la
identificacion de especies se han difundido mediante técnicas de "ADN Barcoding”
(e.g., Hebert et al, 2003). Como se ha explicado en secciones previas, el “ADN
Barcoding” es el uso de una regién especifica del ADN mitocondrial (mtADN), la regién
del gen citocromo oxidasa subunidad 1 (cox1), para reconocer las especies animales
por comparacion y validacion de secuencias de referencia. Sin embargo, cualquier
region del gen (mtADN o ADN nuclear) se puede utilizar siempre que sea diagndstico
para la especie en cuestion y se encuentren disponibles sus secuencias de referencia.
En general, un usuario obtiene la secuencia de ADN de la muestra y la compara con
una base de datos de secuencias de referencia. Si se hace una coincidencia cercana, la
identidad de la muestra se puede inferir. Si hay ninguna coincidencia, y la precisiéon de
la secuencia de la muestra y la referencia son exitosas, la muestra podria pertenecer a
una especie que esté incluida en dicha base de datos o que no haya sido descrita
taxonémicamente. Hay dos bases de datos de referencia comunes para las secuencias
genéticas: FISH-BOL (www.fishbol.org) y GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank).
FISH-BOL es parte del Consorcio Internacional del Cédigo de Barras de la Vida
(www.ibol.org), y su base de datos se compone de varios genes reconocidos como
“ADN barcoding” con una alta calidad en su trabajo, mientras que GenBank es una
biblioteca para todas las secuencias de ADN disponibles, aunque a menudo de baja
calidad en sus resultados.

Mientras que los “ADN Barcoding” convencionales emplean sofisticados
equipos de laboratorio para generar secuencias de ADN legibles para la comparacién

entre una muestra y sus referencias, existe una variedad de enfoques mas racionales y
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portatiles (e.g., Berry & Sarre, 2006, Chow et al., 2006, Fox et al., 2005, Morgan et al.,
2011). Estos nuevos métodos se basan en la deteccion de diferencias de secuencia de
ADN entre las especies, pero no implican la visualizaciéon directa de secuencias de
ADN. Ellos permiten un analisis mas rapido, menos costoso, y se prestan bien para
despliegue en terreno donde se pueden obtener resultados en tiempo casi real.

La precision de los “ADN Barcoding” se basa en gran medida, de la validez de
las secuencias de referencia. Existen procesos bien establecidos de control de calidad
para asegurar la exactitud de los datos de referencia, como la vinculacién de las
secuencias de ADN de muestras en especimenes de museo, y la documentaciéon de los
datos bioldgicos y de colecta asociados a cada espécimen (Ratnasingham & Hebert,
2007). Un meta-analisis de la exactitud de los “ADN Barcoding” para numerosos
taxones han demostrado que generalmente es mayor del 90% (e.g., April et al,, 2011).
Sin embargo, en una minoria de casos, la precision de la identificaciéon de especies
basado en el ADN puede ser inferior a lo que se requiere por una serie de razones,
incluyendo la hibridaciéon (Morgan et al, 2012) y pseudo-genes (Morgan et al., 2013;
Moulton et al., 2010). El principal desafio para el mayor uso de “ADN barcoding” en la
administracion pesquera, sin embargo, es el caracter incompleto de las bases de datos
de referencia especialmente para los taxones de invertebrados. Aproximadamente el
30% de las especies de peces a nivel mundial, por ejemplo, han sido referenciados
usando el gen cox1 (http://www.fishbol.org).

El concepto de un stock bioldgico como unidad basica poblacional en especies
explotadas comercialmente, es fundamental para el manejo de pesquerias a nivel

mundial. En la mayoria de los casos, los limites del stock abarcan grupos de individuos
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dentro de una sola especie que tienen caracteristicas demograficas o genéticas
similares, y por lo tanto responden individualmente y de forma independiente a la
actividad pesquera. Estos limites por lo general, se definen espacialmente pero
pueden tener un componente temporal, por ejemplo, los cambios de distribucién de
una especie durante periodos de alimentacién, reproduccion u otras etapas de su vida.
Es ideal que medidas de manejo pesquero, tales como la evaluacién de poblaciones, la
asignacién de cuotas o el control de acceso, puedan realizarse en la escala del stock
biologico.

Los stocks pesqueros pueden tener muchas definiciones, pero en la
administraciéon pesquera por lo general representan grupos de individuos de una
especie demograficamente cohesionados (Carvalho & Hauser, 1994). Es decir, los
cambios en la abundancia del stock son en gran medida en funcién de las tasas locales
de natalidad y mortalidad, no de la inmigracién y la emigracion. Los stocks definidos
de esta forma representan las unidades naturales de administracién porque puede
establecerse directamente una relacion entre la productividad y las tasas de captura.

Los stocks son tradicionalmente definidos o identificados en términos
geneticos. En primer lugar, puede ser deseable manejar la variacién genética para
asegurar que una especie conserve sus caracteristicas especificas de adaptacion o
suficiente variacidon genética para adaptarse a los cambios ambientales (Kenchington
et al,, 2003, Carvalho & Hauser, 1994). En segundo lugar, el analisis genético se utiliza
como una forma de identificar poblaciones diferentes demograficamente (Hauser &
Ward, 1998). Parte del atractivo del enfoque genético, es la dificultad de la

observaciéon directa del movimientos transfronterizo de organismos en ambientes
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marinos (Pineda, 2007). En contraste, hay una relacion tedrica simple entre el nimero
de migrantes intercambiados entre poblaciones y el nivel de diferencia genética
("estructura genética") entre las poblaciones (Waples, 1989). La estructura genética
se mide facilmente con marcadores genéticos (e.g., microsatélites del ADN) y en
general, la deteccion de la diferencia genética entre muestras espacial o
temporalmente separadas implica la existencia de un cierto nivel de independencia
demografica y la presencia separada de poblaciones (Waples, 1989, Waples &
Gaggiotti, 2006,). Una ventaja importante del enfoque genético es que mide a largo
plazo (i.e., multi-generacional), los niveles medios de conectividad de la poblacion.
Mientras que las metodologias genéticas proporcionan una manera rapida y
rentable para definir poblaciones bioldgicas, existen algunas limitaciones importantes
(Waples & Gaggiotti, 2006). La primera de ellas es que hay diferentes umbrales para la
conectividad genética y demografica entre poblaciones (Lowe & Allendorf, 2010). Esta
complejidad se debe a que la conectividad genética depende del niimero absoluto de
migrantes entre las poblaciones, mientras que la conectividad demografica depende
de la contribucion relativa al crecimiento de la poblacidon de la migracion versus el
reclutamiento local (Lowe & Allendorf, 2010, Mills & Allendorf, 1996). Esto significa
que un numero de inmigrantes, pequeno pero significativo demograficamente, que se
entrecruce con éxito con la poblaciéon beneficiaria puede homogenizar la estructura
geneética, sobre todo en grandes poblaciones. El analisis genético, por lo tanto, tiene un
sesgo hacia la deteccion de poblaciones demograficamente independientes y el sesgo

puede ser mayor en grandes poblaciones. Estos aspectos son especialmente graves
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para muchos organismos marinos explotados comercialmente ya que sus poblaciones

tienden a ser grandes y con altos indices de dispersion (Hauser & Ward, 1998).

3.3.1. Una revision sobre la biologia, pesqueria y conservacion de las rayas

Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma

Las amenazas globales hacia los peces elasmobranquios y en especial a las
rayas, han ido en aumento debido a los efectos directos e indirectos de pesca (Pauly et
al, 2002; Worm et al., 2006; Dulvy et al., 2014). Recientemente se han documentado
disminuciones importantes a nivel poblacional en especies explotadas
comercialmente, y en particular, en especies mas grandes y menos resilientes (Stevens
et al, 2000; Baum et al., 2003; Myers et al., 2007; Dulvy et al., 2008; Ferretti et al,
2008; Dulvy et al., 2014).

Las rayas hocicudas (Familia Rajidae) son el grupo mas diverso de batoideos,
con cerca de 27 géneros y 245 especies distribuidas en todo el mundo (McEachran &
Miyake, 1990; Ebert & Compagno, 2007) y representan alrededor del 25% de todos
los condrictios existentes (Compagno, 2005a, b). La mayoria de las rayas habitan
ambientes marinos de la zona sublitoral hasta 3.000 m de profundidad y presentan
una alta diversidad de especies en las latitudes altas y aguas profundas (McEachran &
Miyake, 1990; Ebert & Compagno, 2007).

En general, las rayas hocicudas presentan desafios Unicos para la

administraciéon pesquera (Stevens et al, 2000) y para su conservacion (Robert &
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Hawkins, 1999; Dulvy & Reynolds, 2002), debido a su gran tamafio corporal, baja
fecundidad, tardia edad de madurez sexual y alta longevidad (Du Buit, 1968; Holden,
1977; Frisk et al., 2001; Dulvy & Reynolds, 2002; Myers & Worm, 2005; Dulvy et al.,
2014). La biologia y la ecologia de las rayas hocicudas es poco conocida y requiere
mas investigacion a nivel morfologico, taxondmico y molecular, a pesar de ser uno de
los mas grandes grupos taxonémicos dentro de los peces cartilaginosos (Compagno,
1999; Ebert & Compagno, 2007; Séret & Last, 2008) y ser objeto de una intensa
explotacion comercial (Baum et al., 2003; Dulvy et al. 2008; Myers & Worm, 2005;
Myers et al., 2007; Ferretti et al, 2008; Dulvy et al, 2014). Gran parte de las
pesquerias locales con desembarques no controlados son a menudo acompafadas por
la falta de informacién biolégica necesaria para mantener un stock pesquero sano
(Ferretti et al., 2008, 2010). Agnew et al. (2000) sugirieren que las rayas hocicudas
son generalmente vulnerables a colapso de stock, incluso cuando se someten a bajos
niveles de presidon pesquera. Las grandes disminuciones poblacionales y extinciones
locales en estas rayas, han sido documentadas en los dltimos 10 afios. La raya comun
Dipturus batis (L. 1758), la raya grande Dipturus laevis (Mitchill 1818), la raya blanca
Rostroraja alba (Lacepede 1803), la raya de clavos Raja clavata L. 1758, la raya suave
Dipturus innominatus (Garrick & Paul 1974) y la raya de hocico grande Dipturus
oxyrinchus (L. 1758), son los ejemplos mejor documentados de extinciones locales de
peces cartilaginosos, como resultado de intensa actividad pesquera (Casey & Myer,
1998; Dulvy et al., 2008; Francis et al., 2001, Dulvy & Forrest, 2010).

En el Océano Pacifico Sureste, solamente un par de peces elasmobranquios se

desembarcan como objetivo de pesca, y la raya volantin Zearaja chilensis (Guichenot
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1848) y la raya espinosa Dipturus trachyderma (Krefft & Stehmann 1975), son los
peces cartilaginosos mas valiosos en aguas chilenas (Lamilla et al., 2010, SERNAP,
2012). Claves de identificacion y guias de campo han sido producidas considerando
aspectos generales (basicos) de la morfologia de las rayas hocicudas en el sureste del
Pacifico, pero la identificacion de especies y la falta de registros de desembarques
especificos, son un gran problema para la gestion pesquera y la asignacion de cuotas,
lo que menoscaba cualquier medida de conservacién y administracion. En particular,
estas dos especies de importancia comercial, D. trachyderma y Z. chilensis, tienen una
vulnerabilidad adicional ya que ambos son endémicas de las aguas templadas-frias del
sur de América del Sur (De Buen, 1959; Pequefio & Lamilla, 1985; Leible & Stehmann,
1987; Leible et al., 1990; Agnew et al., 2000; Menni & Stehmann, 2000; Gomes &
Picado, 2001; Garcia de la Rosa et al., 2004; Bustamante et al. 2014b).

Desde el punto de vista taxon6émico, el género Zearaja fue descrito en 1939 a
partir de una especie monotipica, Zearaja nasuta (Miiller & Henle 1841), que se
trasladé desde el género Raja aunque no se proporcioné un diagndstico util. Mas
tarde, Stehmann (1990) coloco este taxdn como sinonimia dentro del género Dipturus.
Last & Yearsley (2002) resucitan a Zearaja como subgénero al reubicar dos especies y
sugieren que los zearajidos son mas propensos a ser genéricamente distintos de los
dipturidos debido a la morfologia del esqueleto, por ejemplo, cldsper, neurocranium,
las cinturas pélvica y pectorales. Last & Gledhill (2007) sugieren la actualizacion de
Zearaja como un género basado en las caracteristicas clave de la anatomia externa e
interna, es decir, la relaciéon del ancho/largo del disco (dadndole su forma sub-

romboidal caracteristica), la presencia de un fuerte cartilago rostral, patrones de
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espina orbitales y de la linea media; ademas de todas la caracteristica del esqueleto
mencionadas anteriormente. En la actualidad, el género Zearaja incluye al menos tres
especies validas, Z nasuta (Miiller & Henle 1841) de Nueva Zelanda, Z chilensis
(Guichenot 1848) de Chile y Argentina y una nueva especie, Zearaja maugeana Last &
Gledhill 2007, descrita de aguas en Tasmania (Australia). Sin embargo, estos cambios
en el género Zearaja, asi como otros cambios recientes en la taxonomia de los peces
cartilaginosos no han abordado todos los problemas taxondmicos y sistematicos entre
géneros de la familia Rajidae (Eschmeyer & Fong, 2011).

Las rayas hocicudas del género Dipturus tienen una distribuciéon en todo el
mundo incluyendo el Caribe (Compagno, 1999; Gomes & Picado, 2001), el noroeste
del Océano Atlantico (McEachran & Carvalho, 2002; Gedamke et al. 2005; Schwartz,
2012), América del Sur (Gomes & Picado, 2001; Soto & Mincarone, 2001; Lamilla &
Bustamante, 2005; Diaz de Astarloa et al., 2008; Bustamante et al., 2014b), Australasia
(Last et al., 2008a, Last & Alava, 2013) y el este de Europa y Africa (Ellis et al., 2005a,
b; Ebert & Compagno, 2007, Cannas et al., 2010). El género Dipturus Rafinesque 1810
fue descrito utilizando Raja batis (Linnaeus 1758) como especie tipo considerada
inicialmente como un subgénero de Raja (Stehmann, 1973; Ishihara & Ishiyama, 1986;
Ishihara, 1987; Pequefio, 1989; Séret, 1989; Pequefio & Lamilla, 1993; Jacob &
McEachran, 1994; Lépez et al., 1996; Bizikov et al., 2004) y ha sido resucitado a nivel
geneérico por McEachran & Dunn (1998). El género Dipturus incluye actualmente 45
especies validas y varias no descritas (Séret, 1989; McEachran & Dunn, 1998; Ebert &
Compagno, 2007; Last, 2008; Last et al., 2008a, Séret & Last, 2008, Last & Alava, 2013;

Ebert et al., 2013). Ocho especies del género estan presentes en las aguas de América
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del Sur, incluyendo Dipturus ecuadoriensis (Beebe & Tee-Van 1941) en el Océano
Pacifico, Dipturus argentinensis Diaz de Astarloa, Mabragafia, Hanner & Figueroa
2008, D. bullisi (Bigelow & Schroeder 1962), D. diehli Soto & Mincarone 2001, D.
leptocauda (Kreddt & Stehmann 1975), D. mennii Gomes & Parago 2001 y D. teevani
(Bigelow & Schroeder 1951) en el Océano Atlantico, y Dipturus trachyderma (Krefft &
Stehmann 1975) en ambos Pacifico y Atlantico. Todas las rayas hocicudas de América
del Sur han sido reportadas en la plataforma y talud continental entre 100 y 450 m de
profundidad y son intensamente capturados en todo su rango de distribucién (Leible
& Stehmann, 1987; Lloris & Rucabado, 1991; Gomes & Picado, 2001; Soto &

Mincarone, 2001; Diaz de Astarloa et al., 2008).

3.3.2. Uso de marcadores moleculares mitocondriales para la identificacion de

raya volantin Zearaja chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma

En base a las tasas de disminucién del tamafio poblacional, restriccion del
habitat o probabilidad de extincién, en 2007 la Lista Roja de Especies Amenazadas
hecha por la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN), evalu6
y clasificé a Dipturus trachyderma y Zearaja chilensis como especies vulnerables, con
una probabilidad de extincién del 10% (Kyne et al., 2007; Lamilla & Massa, 2007), y
establecieron ademas una base para proceder con su gestion futura. En consecuencia,
el Gobierno Chileno emitié cuotas de captura restringidas para regular la pesqueria
directa de rayas como medida de conservacion, pero desde entonces todos los

estudios bioldgico-pesqueros efectuados en ambas especies, han evidenciado una
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disminucién de los volimenes de desembarque y sintomas de colapso pesquero
(Bustamante et al., 2012 ). La necesidad de una nueva evaluacion biolégica se hace
necesaria considerando que no toda la informacién especifica de ambas especies
estaba disponible en el momento de su evaluacién (en el 2005), que el estatus
taxonomico de estas dos especies siempre ha sido incierto (ambas especies
pertenecian al género Dipturus) y que en casi 10 afos, el esfuerzo pesquero se ha
mantenido estable.

Muchas de las medidas actuales de conservacién y manejo de fauna fracasan en
su objetivo final, ya que las autoridades confunden el concepto de conservacién como,
por ejemplo, solo modificar cuotas de pesca (Jordan, 1995). La conservacion es el acto
de preservar, custodiar o proteger la biodiversidad, el ambiente y los recursos
naturales incluyendo la proteccién y la administracion (Dobson & Lovejoy, 1996),
pero la definiciéon de una entidad taxon6mica es el primer paso para su conservacion
(Mace, 2004). La identificacion taxonémica de una especie juega un papel importante
en la conservacion, al determinar el alcance y evaluaciéon adecuada del esfuerzo; por lo
que la clasificacién errénea de varias especies distintas en una sola entidad
taxonomica podria denegar una adecuada gestion de conservacidn, a una especie en
particular (Mace, 2004).

Recientemente, el rol de la taxonomia en peces cartilaginosos ha sido
fundamental para encontrar resolucion taxondémica de un ndmero de especies
amenazadas, especialmente en relacion con su manejo y conservaciéon (White & Last,
2012), pero cuando la diferenciaciéon taxondmica no es clara, a menudo se puede

resolver utilizando marcadores moleculares (Dudgeon et al, 2012). El reciente
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desarrollo de herramientas moleculares para asistir en la identificacion de especies
también ha centrado su atencion hacia complejos de especies o especies cripticas, lo
que ha resuelto taxones sin describir permitiendo su identificacién (White & Last,
2012; Cerutti-Pereyra et al, 2012; Tillett et al, 2012). La genética también ha
permitido a investigadores obtener una mayor comprension sobre la dinamica de
especies, y ha intentado responder preguntas que previamente no habian sido posible
de responder a través de técnicas tradicionales (Schwartz et al, 2007; Ovenden,
2013).

La comprensién de la diversidad genética, la conectividad de poblaciones y las
tendencias de abundancia, es crucial para el desarrollo de medidas de conservacion de
especies vulnerables (Reed & Frankham, 2003). Estudios poblaciones en
elasmobranquios han permitido inferir procesos histéricos y contemporaneos
responsables de los patrones observados de diferenciacién genética espacial, y han
logrado identificar las unidades de administracién pesquera y de conservacion
(Beheregaray, 2008; Ovenden et al., 2011).

El ADN mitocondrial (mtADN) ha sido ampliamente utilizado en estudios
filogenéticos de los animales, ya que evoluciona mas rapidamente que el ADN nuclear,
lo que resulta en una acumulacién de diferencias entre especies estrechamente
relacionadas (Brown et al, 1979; Moore, 1995; Mindell et al, 1997). Aunque la
mayoria de los estudios genéticos recientes sobre elasmobranquios se ha centrado en
la reconstruccion de las relaciones filogenéticas entre especies (ver por ejemplo la
revision de Naylor et al., 2012), ninguno se ha enfocado en la genética poblacional de

rayas, principalmente por problemas de identificacion taxonémica.
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3.3.3. Identificacion de unidades poblacionales de la raya volantin Zearaja
chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma en aguas chilenas, a través

de microsatélites y ADN mitocondrial

La raya volantin Zearaja chilensis es una especie demersal que habita aguas
templadas-frias en la costa sur de América del Sur (Bustamante et al., 2012). El gran
tamafio y valor comercial hacen a esta especie susceptible a la sobreexplotacién a lo
largo toda su area de distribucion. No existen inferencias moleculares publicados
sobre la estructura de la poblacién de esta especie aunque la ‘Lista Roja de Especies
Amenazadas’ de IUCN la define como una especie ‘vulnerable’ debido a la declinacién
de su talla de captura y al aumento de su desembarque/esfuerzo pesquero en
Argentina, Islas Malvinas y Chile (Kyne et al., 2007). A pesar de esto, altos niveles de
variacion genética dentro del genoma mitocondrial han sido reportados (Vargas-Caro
et al., 2014). Un gran numero de marcadores de microsatélites polimdrficos han sido
identificados para otras especies de rayas dentro de la Familia Rajidae (Chevolot et al.,
2015; El Nagar et al. 2010; Kang et al., 2012), aunque ninguno ha sido desarrollado en
especies dentro del género Zearaja.

El desarrollo de marcadores especie-especificos para Z. chilensis significa una
innovacidn cientifica que contribuye a futuros proyectos que utilicen herramientas
moleculares para la discriminaciéon de flujo de genes entre las regiones, incluyendo
posibles migraciones hacia el Océano Atlantico. Como tal, el desarrollo de

microsatélites es una prioridad para el manejo y conservacion de esta especie.
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3.4. Identificar y caracterizar la(s) principal(es) unidad(es) demogrdfica(s)

de raya volantin y raya espinosa presentes en la costa chilena

Muchos aspectos del manejo pesquero se basan en la identificacion precisa de
los organismos involucrados y de aquellos que no son objeto de la actividad pero que
pueden verse afectados indirectamente por esta operacion. Estos individuos deben
ser identificados para mantener registros pesqueros precisos (asi como para
proyectos de investigacién) y para ayudar en el proceso de administracién y gestion.
La definicion biolégica de stock, la elaboracion de mapas cartograficos de la
distribucién de las especies, el descubrimiento de especies cripticas, la identificacion
de etapas larvales (o juveniles en el caso de los peces cartilaginosos), la deteccion de
floraciones de algas nocivas, la identificacién de la captura incidental y la construccién
de modelos troéficos; asumen que especies pueden ser y son identificadas con
precision. Las especies cripticas son particularmente dificiles para la administracion
pesquera, pero una vez que reconocen el uso de herramientas genéticas pueden ser
identificados los caracteres morfologicos diagnosticos confiables requeridos para
individualizar la especie (e.g., Smith et al., 2011).

Tal como se mencioné anteriormente, el desarrollo exitoso de los andlisis
filogenéticos sera un hito fundamental para este proyecto. El presente objetivo sera
una consecuencia de las conclusiones del objetivo anterior, donde se deberan definir
las 'unidades evolutivas" para ambas especies. Los criterios de éxito en la seccion
anterior incluyen la extrapolaciéon de caracteres morfométricos y basados en el ADN

que sitien a las rayas muestreadas a lo largo de la costa chilena, desde diversos
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habitats y pesquerias seguin lo predicho por la taxonomia; una filogenia basada en el
ADN de las especies objetivo que se corresponda con la actual taxonomia de la familia;
y la no existencia de hibridacién inter- especies sobre la base de una comparacién de
muestra por muestra mediante la identificacion basada en el ADN y caracteres
morfoldgicos externos.

Existen numerosas técnicas que se pueden utilizar en la identificacién biologica
de un stock. Estas técnicas pueden incluir métodos simples y cualitativos de caracter
mas técnico, como andlisis de los datos de captura, experimentos de marcaje y
recaptura, métodos moleculares (Ovenden et al, 2004), presencia de parasitos
(Mackenzie & Abaunza, 2013; Zischke et al, 2009), y caracteristicas de historia de
vida (Begg, 2005), asi como la forma, microestructura y composicién macroquimica
de escamas y otolitos en peces (Cadrin & Friedland, 2005, Campana, 2005). Cada una
de estas técnicas genera informacién sobre los stocks de peces a diferentes escalas
espaciales y temporales. Los analisis genéticos normalmente ponen a prueba la
hipétesis nula de un flujo de genes espacialmente homogéneos (suponiendo la
ausencia de deriva genética, seleccion natural y mutacion), mediante el estudio de la
herencia de marcadores genéticos seleccionados en una poblaciéon en un tiempo
generacional. En contraste, las técnicas no-genéticas reflejan la residencia y los
movimientos de los peces a través de diferentes entornos durante su vida pero estan
influenciadas por diferentes factores, y pueden ser utilizados para separar aparentes
poblaciones genéticamente homogéneas en unidades discretas de peces adultos que
son mas apropiadas para el manejo pesquero (Buckworth et al., 2007). Debido a que

cada método de evaluacion de la estructura del stock aborda diferentes aspectos de la
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poblacion, la eleccion del método es muy importante y depende de las necesidades

especificas de administracion e investigacion (Begg & Waldman, 1999).

3.4.1. Caracterizacion y variacion morfométrica en la raya volantin Zearaja

chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma, en aguas chilenas

La morfometria geométrica es el andlisis de la forma (del Griego morfos,
‘forma’) basado en coordenadas de puntos fijos o ‘landmarks’ a través de
procedimientos de estadistica multivariadas (Klingenberg, 2009), y cémo estos
pueden ser puestos en practica a través de cualquier disciplina biol6gica en la que el
fenotipo (la forma) y su variacién, sean las principales fuentes de informacién
(Bookstein, 1996; Zelditch et al., 2004). La correcta identificacién de especies, entrega
informacion critica basal para el apoyo de cualquier investigaciéon biolégica (Last,
2007). Las rayas, en general han sido objeto de numerosas revisiones taxonémicas lo
que conlleva a un alto nivel de incerteza al momento de realizar la identificacién de
especies desde capturas comerciales (Ebert & Compagno, 2007); lo que usualmente ha
sido solucionado mediante la agrupacion de especies en niveles taxondmicos
superiores, p.e., a nivel de familia; o categorias genéricas sin valor taxondmico, p.e.,
‘raya’ (Lamilla et al., 2010).

Los patrones de variacion morfométrica en rayas, y peces en general, pueden
indicar diferencias en las tasas de crecimiento y madurez sexual porque la forma del
cuerpo es un producto de la ontogenia de todos los seres vivos (Faccenda & Lunellj,

2011). De esta forma, el analisis morfométrico proporciona un poderoso
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complemento de los enfoques de identificacion genético y ambiental, que es uno de los
principales objetivos de la propuesta de investigacion actual.

La morfometria geométrica se presenta como una andlisis practico de la
variacion morfolégica natural y nos permite abordar claves bioldgicas desde un
mosaico de formas, como su transformaciéon (variacién) y su interaccion (co-
variacién) con el medio fisico (Cadrin & Friedland, 2005; Klingenberg & Monteiro,
2005; Francis, 2006). En particular, la morfometria geométrica se presenta como una
herramienta para evaluar las posibles variaciones de las proporciones corporales en

la raya volantin y raya espinosa, y su adaptacion local en la zona de estudio.

3.4.2. Caracterizacion y variacion de la dieta y nivel tréfico de Zearaja chilensis

y Dipturus trachyderma en aguas chilenas

Los tiburones y rayas son usualmente caracterizados como depredadores
topes o cercanos al tope en las redes troéficas, que estructuran comunidades marinas a
través de la depredacién y que contribuyen sustancialmente a la estabilidad de las
mismas (Cortés, 1999; Stevens et al., 2000). Uno de los aspectos importantes de la
biologia de una especie esta relacionado con la dinamica tréfica a través del analisis de
los contenidos estomacales, los cuales permiten conocer la dieta y los habitos
alimentarios de las especies (Hyslop, 1980; Cortes, 1997). El andlisis de contenidos
estomacales es fundamental en el desarrollo de modelos predictivos del impacto de la
pesca sobre las relaciones predador-presa (Schindler et al., 2002), modelos de control

top-Down y construccidn y analisis de redes tréficas (Pimm, 2002).
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Informacion disponible sobre el potencial impacto de la pesca en los niveles
tréficos, sugiere que los elasmobranquios son consumidores secundarios con un
amplio espectro tréfico, que va desde plancton hasta mamiferos marinos (Wetherbee
& Cortés, 2004). Las rayas de habitos bénticos, costeros y demersales de las familias
Dasyatidae, Rhinobatidae, Urotrygonidae, Rajidae, entre otras, se alimentan en gran
parte de crustaceos y/o moluscos.

La conducta alimentaria es una caracteristica que se determina durante la
evolucién de la especie, adaptandose para capturar una presa en particular. Organos
sensoriales estan adaptados para ubicarlas, la cavidad bucal para capturarlas y el
aparato digestivo para digerirlas (Nikolsky, 1936). Relacionado con los habitos
alimentarios en elasmobranquios, estd el cambio ontogénico en las preferencias
dietarias. Con el pasar del tiempo muchas de las especies de elasmobranquios
cambian su tamafio considerablemente por lo que también modifican sus habitos,
velocidad de desplazamiento y tamafio de las mandibulas, lo que se traduce en un
cambio sustancial de su alimentacion. (Pedersen, 1995; Orlov, 1998).

Una de las especies a evaluar es la raya volantin (Z. chilensis), esta se
caracteriza basicamente por presentar una baja tasa de crecimiento, un limitado
desplazamiento, acompafiado de una tardia madurez sexual, una limitada fecundidad,
un largo ciclo de vida y alta sobrevivencia de los individuos después de alcanzar el
estado de juvenil, todas condiciones que convierten a este grupo especialmente
sensible a la explotacion pesquera (Walker et al, 1997, Dulvy et al., 2000; Dulvy y
Reynolds, 2002). Considerando la condicién biolégica y el aumento en las capturas de

este grupo, es de suma importancia para la conservacién y ordenamiento, mejorar la
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informacién respecto del estado actual de su conocimiento (e.g., parametros
biolégico-pesqueros y reproductivos, entre otros) y sus practicas de extraccion
(Lamilla et al., 2012). En el Atlantico esta especie es descrita como un depredador

terciario con una dieta basada en teledsteos Patagonotothen ramsayi, el cefalépodo

lllex argentinus, y de menor forma sobre merluza y crustaceos (Lucifora et al., 2000).
En la misma zona también se describi6 como un depredador generalista, centrando
su dieta en peces y crustaceos, donde se observan cambios importantes en su dieta
segun el tamafio (Koen Alonso et al.,, 2001).

En Chile, los estudios basados en contenido estomacal de raya volantin se
registraron por primera vez en el afio 1950, donde Bahamonde describe a la especie
como depredador especifico de crustaceos; mas adelante (Fuentealba, 1989) la
describe como carnivoro secundario, con variacién ontogénica en la dieta. Los ultimos
estudios realizados en la region de Los Rios, integra al analisis de contenido estomacal
a la raya espinosa (Dipturus trachyderma). En Queule y Niebla ambas especies
presentan preferencia por peces 0seos en especial la merluza de cola, y en Bahia
Mansa la dieta se baso en el estomatdépodo P.armata, secundados por peces. Para raya
volantin los peses fueron el item mas importante, con mas del 85% de las presas
(Lamilla, 2002). Algo similar se observo en el afio 2012 donde peces 6seos en raya
espinosa fue el itém de mayor importancia y P.armata en raya volantin similar a bahia

Mansa (Peric, 2012).

Sélo se han realizado estudios en el sector centro—sur de Chile, por lo tanto el

presente estudio, mostrara si hay variaciones o similitudes entre las distintas regiones
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donde fueron muestreadas las especies de raya volantin y espinosa para este

proyecto, abarcando asi un rango mucho mas amplio de comparacion.

3.4.3. Caracterizacion y variacion de la carga parasitaria de Zearaja chilensis y

Dipturus trachyderma en aguas chilenas

Los estudios sobre la dinamica de una poblacién explotada, debe comenzar con
la determinacién de su identidad biologica, en relacidn a las poblaciones vecinas de la
misma especie (MacKenzie y Abaunza, 1998). El estudio de parasitos es una
herramienta efectiva al develar problemas bioldgicos y zoogeograficos (Ihering,
1891). Parasitos se usan normalmente como marcadores biolédgicas, en el caso de
peces teledsteos esta bien documentada, pero no ocurre lo mismo con condrictios,
donde la literatura sobre este tema es insuficiente (Moore, 2001).

En los peces elasmobranquios, hay una rica diversidad de parasitos metazoos
(ectoparasitos y endoparasitos). Los endoparasitos marinos, viven en el cuerpo del
hospedador, ya sea en su musculatura, tracto digestivo y oérganos en general, y
presentan una riqueza mayor a la de los ectoparasitos (George-Nascimento &
Arancibia 1994, Oliva et al. 1996, Gonzalez et al. 2001). En general, los parasitos
helmintos del intestino de peces dependen del material alimenticio presente en el
lumen de la valvula espiral, ademas de la disponibilidad de cierta clase de nutrientes,
por lo cual sus diferentes sitios de digestion y absorcion, en los que la configuracion
de la mucosa intestinal es fundamental, jugara un rol importante en la distribucién de

los parasitos en el intestino (Williams et al., 1970).
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Las complejas historias de vida de muchos grupos de parasitos, asi como
también su gran especificidad por el huésped, los dota con el potencial de ser
altamente informativos como indicadores de aspectos biogeograficos y taxondmicos
de sus huéspedes elasmobranquios (Williams, 1972; Caira, 1990). Basicamente un pez
puede llegar a ser infectado con un parasito sélo cuando estan dentro de la zona
endémica de influencia de este parasito. Mientras mas parasitos con diferentes areas
endémicas se puedan usar, mejor es la informaciéon que se obtiene sobre los ultimos
movimientos de las poblaciones de peces, por lo tanto sobre la estructura del stock
(Mackenzie & Abaunza, 2013). Estudios de cargas parasitarias tiene un valor
particular en aguas profundas, donde los marcajes y métodos de recaptura pueden ser
dificultosos (Mosquera et al., 2013).

En el caso de Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma, se han registrado
algunos tipos de endoparasitos especificos como huéspedes en el sistema digestivo.
Segin la revisién bibliografica de endoparasitos de sistemas acuaticos de Chile,
(Munoz & Olmos, 2008), y los estudios de Villalba & Fernandez (1985) y Knoff et al.
(2001, 2002, 2004), se distinguen aproximadamente 20 parasitos a nivel genérico o
de especie a partir de muestras de Zearaja chilensis (n = 12) y Dipturus trachyderma (n
= 8). Los sitios de infecciéon son en su mayoria el estémago y la valvula espiral, pero la

boca y branquias también han sido documentados (Villalba & Fernandez, 1985).

3.4.4. Caracterizacion y variacion de la historia de vida de Zearaja chilensis y

Dipturus trachyderma en aguas chilenas
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Los elasmobranquios han ido evolucionando independientemente en los
ultimos 450 millones de afios, por el periodo Carbonifero, ellos parecen haber
desarrollado un patrén de historia de vida similar a lo visto hoy (Hoening & Gruber,

1990).

Cualquier caracteristica que afecta la supervivencia y reproduccién de un
animal es, por definicion, una parte del patron de historia de vida de la especie.

(Hoening & Gruber, 1990)

La historia de vida de una especie o de un stock puede ser definido como el
conjunto de caracteristicas, respuestas y episodios bioldgicos que ocurren durante la
vida de los individuos en la poblacion. Estos episodios segiin Hoenig & Gruber (1990),
incluyen el donde y cuando nacen los animales, cuanto tiempo ellos permanecen en el
lugar de nacimiento, cuan rapido crecen, su alimentacion y relaciones sociales y
sexuales asi como sus movimientos y migraciones.

Una de las teorias que explican las estrategias de historia de vida es la Teoria
r-K (Stearns, 1992). Esta teoria es el esquema mas simple en que es determinista y
asume estabilidad medioambiental y es el paradigma mas comuin usado en los

estudios de historia de vida en elasmobranquios.

La mayoria de las especies de tiburones, rayas y quimeras son depredadores
tope de las cadenas alimenticias y se caracterizan por presentar una madurez sexual
tardia, una alta longevidad, bajo crecimiento y baja fecundidad y productividad, por

presentar periodos largos de gestacion, una alta mortalidad natural y baja abundancia
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(estrategas “K” en su historia de vida) respecto a peces 6seos de niveles superiores,

p.e. atunes, albacoras y peces espada (Fowler et al,, 2005)

Ciertamente la vulnerabilidad de tiburones a la presiéon pesquera es casi

invariablemente atribuido a sus estrategias de vida K. (Stearns, 1992).

Aun nuestro conocimiento de los rasgos de historia de vida de muchas especies
es limitado y nosotros estamos apenas comenzando a ganar agudeza en los patrones
de historia de vida compartidos por algunas especies y las relaciones entre los rasgos

de historia de vida (Compagno, 1990; Cortés, 2000; Frisk et al., 2001).

3.5. Estimar el numero de origenes (zonas de desove y/o crianza) y su
contribucion relativa a cada unidad demografica identificada y zona

principal de captura

Un concepto integrador comunmente utilizado en el manejo de especies
amenazadas, es la Unidad Taxondmica Operacional (OTU, por sus siglas en Ingles);
aunque este concepto no esta muy extendido en poblaciones marinas, es una
herramienta basica para la definiciéon de una especie (Allendorf & Luikart, 2007). El
concepto de "especie” puede tener diferentes significados segun el campo de trabajo o
el alcance de la investigacion. El concepto bioldgico (BSC) define una especie como
grupo de poblaciones que pueden reproducirse (o potencialmente reproducirse) y
que estan reproductivamente aislados de otros grupos (Mayr, 2000). El concepto

morfolégico (MSC) se basa en individuos que comparten un conjunto de caracteres
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morfologicos y por lo tanto son capaces de distinguirse sobre la base de estas
discontinuidades en las caracteristicas fenotipicas (Keogh, 1999). El concepto
genético de especies (GSC) se define como un grupo de poblaciones naturales
genéticamente compatibles que se aisla genéticamente de otros grupos (Baker &
Bradley, 2006); mientras que el concepto evolutivo de especie (ESC), define una
especie como un "linaje (una secuencia ancestral descendiente de la poblacién) en
evolucion separada de los demads y con sus propias tendencias y un rol evolutivo
unitario” (Simpson, 1961). Consciente de las lagunas y las criticas sobre el uso de
estos conceptos por si solos, y para los fines de este estudio, se definird como
"especie” a nuestra OTU, vinculando de esta forma a cada concepto individual de
especies previamente presentado.

Las OTU (o especies) requieren ser manejadas como unidades separadas. Sin
embargo, las poblaciones dentro de una especie pueden estar en el camino a
especiacion. Si muestran diferenciacién adaptativa significativa a diferentes habitats,
o diferenciacién genética significativa, entonces se puede justificar su manejo como
linajes evolutivos independientes para fines de conservacion (Frankham et al., 2004).
Esta suposicion de que las poblaciones pueden estar en trayectorias evolutivas
independientes ha modificado los esfuerzos de conservacidn hacia una especie como
unidad taxondémica esencial, y en su lugar ha dado paso hacia datos genéticos
poblacionales los que puede contribuir en gran medida a la determinacion de si las
poblaciones pueden ser consideradas independientes y por lo tanto, como unidades

de manejo independientes, tales como una unidad evolutivamente significativa (ESU
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por sus iniciales en inglés) (Moritz, 1994, 1995; Paetkau, 1999; Crandall et al., 2000;
Fraser & Bernatchez, 2001; Hey et al., 2003).

El concepto ESU ha sido desarrollado para proporcionar un enfoque objetivo al
dar prioridad a las unidades de proteccién por debajo de los niveles taxonémicos
(Ryder, 1986), dado que la taxonomia existente podria no reflejar ampliamente la
diversidad genética subyacente o limitaciones intrinsecas del recurso (Avise, 1989).
Una unidad significativa evolutiva (ESU) puede definirse en términos generales como
una subespecie, poblacién o grupo de poblaciones que merecen un manejo por
separado o prioritario para su conservacion debido a su alto grado de distincién
(tanto genética y ecolégicamente) (Allendorf & Luikart, 2007). Moritz (1994) propuso
que los marcadores genéticos pueden ser utilizados para definir unidades de manejo
dentro de una especie. Si los genotipos del mtADN no muestran solapamiento entre
poblaciones, y loci nucleares muestran desviaciones importantes de las frecuencias de
los alelos, entonces deberian ser definidos como ESU separados y por lo tanto ser
manejados por separado (Dimmick et al, 1999; Karl & Bowen, 1999; Moritz, 1999;
Paetkau, 1999; Crandall et al., 2000; Goldstein et al., 2000).

Varios autores han sefialado que las ESU se pueden dividir en varias unidades
de manejo (MU) (Taberlet et al., 1995; Waits et al., 2000; Palsbgll et al., 2007). Estas
unidades de gestion por lo general se definen como poblaciones, stocks o grupos de
poblaciones que son demograficamente independientes. La identificacion de estas
unidades es util para la gestion a corto plazo - tal como la delimitacién de las zonas de
pesca, el establecimiento de cuotas de extraccion, y el seguimiento de habitat y estado

de la poblacién (Allendorf & Luikart, 2007). Las MU a diferencia de las ESU, por lo
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general no muestran evolucion independiente a largo plazo o diferenciacion
adaptativa marcada. La conservacion de multiples poblaciones, no sélo una o dos, es
fundamental para asegurar la persistencia a largo plazo de las especies (Hughes et al,
1997; Hobbs & Mooney, 1998).

El desarrollo exitoso de los analisis filogenéticos es un hito fundamental para
este proyecto. El presente objetivo es una consecuencia de las conclusiones del
objetivos anteriores, donde se definen las 'unidades evolutivas" para ambas especies.
Los criterios de éxito en la seccién anterior incluyen la extrapolacién de caracteres
morfométricos y basados en el ADN que sitiien a las rayas muestreadas a lo largo de la
costa chilena, desde diversos habitats y pesquerias segin lo predicho por la
taxonomia; una filogenia basada en el ADN de las especies objetivo que se
corresponda con la actual taxonomia de la familia; y la no existencia de hibridacion
inter- especies sobre la base de una comparacion de muestra por muestra mediante la

identificaciéon basada en el ADN y caracteres morfolégicos externos.

Identificacion de poblaciones natales

El analisis genético de la estructura del stock, puede revelar la escala mas
adecuada de administraciéon sobre una base especie-especifica. Por ejemplo, esto se
ilustra con una serie de investigaciones genéticas sobre especies capturadas en el
norte de Australia y en aguas de Indonesia. Los taxones estudiados incluye tiburones
(Familia Sphyrnidae y Carcharhinidae), caballa (Familia Scombridae) y pargos
(Familia Lutjanidae) y las herramientas moleculares utilizadas incluyen alozimas,

microsatélites de ADN y secuenciacién del mtADN. Una gran variedad de estructuras
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poblacionales pueden existir entre especies en una region geografica en particular
incluidos dentro de cada uno de los grupos de taxones, de tal manera que, la historia
de vida, la batimetria y la hidrodindmica han sido los predictores mas eficaces de la
estructura genética de la poblacién. Por ejemplo, dos especies de tiburones (Prionace
glauca y Sphyrna lewini) no mostraron evidencia de estructura poblacional, mientras
que se evidencian diferencias pronunciadas en otro tiburdn (Carcharhinus sorrah) a
través del Mar de Timor (Ovenden et al, 2009). En los lutjanidos, dos especies co-
distribuidos mostraron una fuerte correspondencia en su estructura de la poblacién
(Salini et al,, 2006) en el mar de Timor, el que actiia como una barrera al movimiento,
como ocurre en una especie bentonica Pristipomoides multidens (Ovenden et al,
2004). Por el contrario, otro lutjanidos en la misma zona, Lutjanus argentimaculatus
no presento una estructura en esta region (Ovenden & Street, 2003). Estos modelos de
subdivisién genética permiten entender que las poblaciones de algunas especies han
limitado su capacidad de actuar como donantes a otras poblaciones sobre-explotadas
(Blaber et al., 2005). Estudios similares multi-especificos se han llevado a cabo en el
suroeste de Australia (Watts & Johnson, 2004, Ayvazian et al., 1994) y en otros lugares

(Waples 1987, Pelc et al., 2009).

Contribucién relativa a la pesqueria

La administracién pesquera puede complicarse cuando los stocks se
sobreponen. Una pesqueria de stocks mixtos contiene individuos de dos o mas stocks
(o componentes) distintos de una misma especie. Cuando se capturan stocks mixtos,

los componentes del stocks seran impactados de acuerdo a las proporciones
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representadas dentro del stock mixto. Por ejemplo, sub-adultos del salmén del
Pacifico en el océano Pacifico Norte, forman una poblaciéon mixta ya que representan
la descendencia de varias poblaciones reproductoras de agua dulce. Un andlisis de
stock mixto, es el proceso de cuantificacion de los aportes de cada stock componente a
una pesqueria mixta y comunmente se utilizan herramientas genéticas para esto.

La composicion de pesquerias de stocks mixtos puede ser resuelta por
comparaciéon con valores de referencia (o basales) de las frecuencias génicas de los
componentes del stock. Comunmente se utilizan marcadores genéticos altamente
variables, tales como loci de microsatélites y SNP. La recopilacion de datos de
referencia es a menudo una consecuencia de la descripcion de la estructura del stock
genético de una especie. Los datos de referencia se deben recoger durante varios afios
para comprobar la estabilidad temporal. Simulaciones computacionales son utilizadas
para determinar si hay suficiente diferenciacion genética entre las acciones
componentes para caracterizar una muestra mixta, y si es asi, los especimenes
tomados de la pesqueria mixta seran genotipificados y se estimara su proporcion
relativa de cada stock componente.

Para realizar un analisis de stocks mixtos, es necesario que haya evidencia de
que la especie tiene poblaciones discretas, pero se captura en un estado agregado. En
muchas partes del mundo la pesca se produce en las especies cuya biologia no ha sido
bien caracterizada, y para estas especies, los stocks mixtos pueden o no presentarse.
La tecnologia genética es irrelevante hasta que se establezca la necesidad para el
analisis. Ademadas, debe haber alguna diferenciacion genética entre los stock

componentes. Por ejemplo, en el Atlantico nororiental para Clupea harengus,
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Bekkevold et al. (2011) demostré que el analisis de stocks mixtos es posible en
poblaciones con poca diferenciacion (e.g., Fsr <0,02). Sin embargo, si la composicion
de los stocks mixtos esta significativamente sesgada hacia uno o mas stock
componentes, el rendimiento del método sera pobre (Griffiths et al., 2010). Analisis de
stocks mixtos, en contraste con los métodos de asignacion, permiten determinar las
proporciones relativas de dos o mas stock en una muestra mixta en lugar de asignar
los individuos a los stocks. El analisis de stocks mixtos sera el método a emplear
cuando la diferenciacién entre las poblaciones sea baja.

La contribucidn relativa de cada unidad poblacional a las unidades de manejo
pesquero, solo se podra realizar si se logra identificar mas de una unidad poblacional,
y si estas unidades difieren significativamente una de otra basados en los genotipos de
microsatélites. Las unidades necesitan diferir en Fsr de alrededor de 0.05 o mas, para
un analisis de stocks mixtas. Si las unidades poblacionales difieren en menos de esta
cantidad, un analisis de stocks mixtos no podra ser realizado y en consecuencia las
contribuciones relativas de cada unidad poblacional a las unidades de manejo no

podran ser estimadas.
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4. METODOLOGIA DE TRABAJO

Segln lo establecido por los términos técnicos de referencia, cada objetivo
especifico se desarrolla por separado y de forma consecutiva, como parte de la
progresion logica en la secuencia de la investigacidn, i.e., revision de la literatura,
planteamiento de hipotesis de trabajo, toma de muestras, analisis genético y

demografico, y por ultimo, determinacion de origenes natales.

4.1. Realizar una revision bibliogrdfica del estado del arte referente a la
identificacion de unidades evolutivas y demogrdficas en peces

cartilaginosos

La presente revision se estructura considerando por separado informacion
sobre a los avances cientificos y tecnolégicos en la determinacién genotipica y
demografica de peces cartilaginosos. De esta forma, se discuten temas relativos a la
identificacion de especies a través de marcadores genéticos, la filogeografia y
estructura de poblaciones en elasmobranquios, la filopatria reproductiva en tiburones
y rayas, conceptos sobre el tamafio poblacional genéticamente efectivo y el uso de
tecnologias recientes, tendencias e implicaciones para la determinacién genotipica.

De igual forma, se discuten los avances demograficos en la determinacion de
poblaciones incluyendo una revision sobre la definicion de stock, el uso de parasitos
como marcadores bioldgicos en estudios de identificacién de stocks y sobre el estudio

de los rasgos del ciclo vital en la identificacién de stocks.
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4.2. Diseniar, aplicar y evaluar un plan de muestreo, temporal y
geogrdficamente adecuado para alcanzar los restantes objetivos del

proyecto

Para efectos del presente proyecto era necesario actuar en concordancia con la
condicion de la "salud" del stock de rayas en Chile. Para esto, la toma de muestras
biolodgicas se limit6 a un “ntimero discreto de individuos” como unidad de esfuerzo, en
alternativa a la estimacion de captura en masa. Este n fue evaluado en el muestreo
piloto realizado previamente (Lamilla et al, 2012), lo que permitié ajustar los
tamafios muestreales sin afectar la precision especifica requerida por el proyecto.

De acuerdo a lo indicado en la propuesta técnica y considerando la situacion
administrativa de la pesqueria de rayas en Chile, se solicit6 a la Subsecretaria de Pesca
“una cuota de pesca de investigacion que no excede el 10% del desembarque anual
historico la cual se limita a una cantidad especifica de individuos de cada especie por
localidad o area geografica contemplada en el presente estudio”. Para tal efecto, se

considera un tamafio minimo muestreal de 100 individuos por especie y localidad.

4.3. Identificar y caracterizar genéticamente la(s) principal(es) unidad(es)

evolutiva(s) de raya volantin y raya espinosa en la costa chilena

La estrategia convencional para realizar evaluaciones genéticas de los limites
demograficos de un stock, implican: 1) la coleccion de muestras de organismos

adultos de toda una regién ya sea de forma oportunista durante la pesca o
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preferiblemente, durante periodos reproductivos cuando es probable que sean mas
distintos genéticamente; 2) caracterizar la diversidad genética promedio dentro de
cada stock putativo, y 3) probar si la diversidad genética se distribuye al azar con
respecto a los limites putativo del stock o en toda la regién de investigacién. Cuando
se detecta la estructura genética, los limites de dispersion son un indicador fuerte y
por lo general, se aceptan como la base para delimitar diferentes poblaciones
(Carvalho & Hauser, 1994). Recientemente, se ha argumentado que el criterio mas
apropiado es si el limite de la dispersién es demograficamente significativo en el
contexto de un objetivo de administracidn en particular (Palsbgll et al., 2007, Waples,
1989). La manera mas eficaz para comprender los vinculos entre los procesos
demograficos y la genética de poblaciones es través de simulaciones demograficas-
genéticas que establezcan criterios para la aceptacion de una estructura de stock en
base a las condiciones especificas requeridas (Lowe & Allendorf, 2010, Palsbgll et al.,
2007).

El presente objetivo se compone de cuatro elementos, los cuales tiene como
objetivo identificar las principales unidades evolutivas en las especies en estudio.

Cada componente del presente objetivo, se presenta a continuacion:

4.3.1. Una revision sobre la biologia, pesqueria y conservaciéon de las rayas

Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma

En general, literatura publicada (revisada por pares o ‘peer- reviewed’) sobre

biologia basica y taxonomia de rayas hocicudas es escasa a nivel mundial. Por ejemplo,
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no hay informacién adicional (molecular o morfoldgica) que apoye a la hipédtesis de la
reasignacion de género propuesto por Last & Gledhill (2007). Los cambios recientes
en la situacién taxondmica en estas rayas, han llevado a la confusiéon fundamental para
la ordenacién pesquera evidente en las pesquerias de América del Sur, donde dos
especies simpatricas antiguamente pertenecientes a un género (Dipturus)
corresponde al conjunto de batoideos de mayor valor comercial en el continente
americano (Menni & Lopez, 1984; Agnew et al., 2000; Bustamante et al., 2012).

Una matriz de referencia fue construida utilizando motores de busqueda
especializados, es decir, Google Scholar, ScienceDirect, SharkReferences y bibliotecas
académicas de todo el mundo, a través de la combinacién de palabras clave al azar que
coinciden con los nombres cientificos y comunes con respecto a las entidades
biolégicas conocidas como Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma (tanto en Espanol
u otro idioma), por ejemplo, 'Raja’, 'Zearaja’, 'Dipturus’, 'trachyderma’, 'trachydermus’,
‘chilensis’, ‘roughskin skate’, 'raya volantin’, ‘raya espinosa’, ‘raya de vientre aspero’.
Los resultados de la bisqueda fueron filtradas por su contenido y sélo aquellos que se
centran de alguna manera en las especies objetivo fueron incluidos en la matriz.
Ademas, se aplicé un filtro adicional para excluir aquellas referencias sin muestras
observadas o analizadas. El resto de resultados fueron contados una sola vez y fueron
separados en siete categorias en relacién con su contenido, las que pueden incluir
sub-categorias para unificar contenidos. Las categorias utilizadas (y secciones)
incluyen anatomia y morfologia (tamafio corporal, coloracion, denticulos dérmicos,
denticién, componentes esqueléticos, huevos); listados e inventarios bioldgicos

(rangos de distribucion); habitat y habitos alimentarios; patrones de historia de vida
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(reproduccidn, edad, crecimiento y longevidad); pesca (sureste del Pacifico, Atlantico

sudoccidental); genética y parasitos.

4.3.2. Uso de marcadores moleculares mitocondriales para la identificacion de

raya volantin Zearaja chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma

En el sureste del Océano Pacifico existen pocos peces cartilaginosos que se
desembarcan como especies objetivo; y la raya volantin Zearaja chilensis y la raya
espinosa Dipturus trachyderma, son los elasmobranquios de mayor importancia
comercial en aguas chilenas (Lamilla et al., 2010; SERNAP, 2012). Varios autores han
realizado revisiones taxondmicas, claves de identificacion y guias de campo donde se
describen aspectos generales sobre la morfologia de ambas rayas, pero la correcta
identificacion de caracteres morfolégicos que ayuden a su asignacion especifica y la
falta de rigurosidad en los registros de desembarque, son un gran problema para el
manejo y administracion de cuotas, lo que menoscaba cualquier medidas de
conservacion hacia ambas especies. De esta forma y considerando que la taxonomia
tradicional necesita ser complementada para mejorar las herramientas de
identificacién en ambas especies de raya; es que se busca definir las OTU a través de
diferentes marcadores genéticos del DNA mitocondrial y asegurar la identidad
taxonomica de Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma, para mejorar la asignacion de
recursos y el manejo sostenible de estas dos especies con interés de conservacion.

A través del “plan general de muestreo”, se analizaron 271 ejemplares de raya

volantin Zearaja chilensis y 137 de raya espinosa Dipturus trachyderma, los cuales
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fueron identificados rutinariamente por observadores cientificos entrenados del
Laboratorio de Elasmobranquios de la Universidad Austral de Chile, utilizando las
claves taxondmicas disponibles (Lamilla & Saez, 2003; Lamilla & Bustamante, 2005).
Una muestra de tejido fue colectada de cada ejemplar, asociando a este una asignacién
especifica preliminar, la cual fue preservada en alcohol (90%). La totalidad de las
muestras fueron trasladadas al Molecular Fisheries Laboratory de la Universidad de
Queensland para su posterior analisis. A una sub-muestra de cada especie se le extrajo
el DNA gendmico completo con el kit para sangre y tejido QIAgen DNeasy (Qiagen Inc.,
Valencia, CA).

Se seleccionaron cuatro regiones del ADN mitocondrial tradicionalmente
utilizadas para la identificacion de especies y relaciones filogenéticas en peces
marinos. Cada una de estos genes fueron amplificadas a través de reacciones PCR y las
secuencias de nucleotidos fueron obtenidas en un secuenciador Applied Biosystems
3130 XL (Carlsbad, CA) utilizando los protocolos estandar del fabricante. Un listado
con los primers utilizados para 16S, nadh2, cox1 y la regién control se presentan en la
Tabla 1. En el caso de las regiones 16S y cox1, se utilizaron primers universales
utilizados para rayas (género Amblyraja, Bathyraja), mientras que los primers para los
genes nadh2 y la region control fueron disefiados ‘de novo’ mediante el software
Primer3 ver.2.3.4 incorporado en el software Geneious ver.7.0.5 (Biomatters Ltd,
Auckland, NZ), utilizando la secuencia del mitogenoma de Zearaja chilensis producido

por Vargas-Caro et al. (2014a).
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Tabla 1 Listado de primers utilizados para amplificacion y secuenciacion, usados para

la identificacidn de las especies en estudio.

Nombre del Primer Secuencia Referencia

16S AR 5'-CGC CTG TTT AAC AAA AAC AT-3' Palumbi (1996)
16S BR 5'-CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACG T-3' Palumbi (1996)
cox1 RajaF 5'-CCG CTT AAC TCT CAG CCATC-3' Spies et al. (2006)
cox RajaR 5'-TCA GGG TGA CCA AAG AAT CA-3' Spies et al. (2006)
nadh?2 F4 5'-TCAAGC TTT TGG GCC CAT ACC-3' Este estudio

nadh 2 R4 5'-AGA GGA TGT GAG ATA GAG TCT TGC-3'  Este estudio
CRzch F 5'-TGA ACT CCC ATC CTT GGC TC-3' Este estudio
CRzch R 5'-GTA TTG GTC GGT TCT CGC CA-3' Este estudio

Las amplificaciones PCR fueron realizadas en un volumen final de 10 pL el que
contiene 1 uL. de ADN (20-50 ng), 5,9 pL de agua ultra pura, 1 pL de buffer 10x MgCl;
(15 mM, Bioline Australia), 1 pL de dNTPs (2 mM, Bioline Australia), 0,1 pl de Taq
ADN polimerasa (5 U/uL, Bioline Australia) y 0,5 uL de cada primer. Las condiciones
térmicas para cada set de primers, se describen a continuacion: para la region 16S (AR
y Br), se utiliz6 una temperatura inicial de denaturacion a 94° C por 2 min, seguido
por 35 ciclos at 94° C por 30 s, 62° C por 1 min, y 72 °C por 1 min, con una extensién
final de 72 °C por 10 min. Para la region cox1l (RajaF y RajaR), se utiliz6 una
temperatura inicial de denaturacion a 95° C por 1 min, seguido por 35 ciclos at 94° C
por 1 min, 51° C por 1 min, y 72 °C por 1 min, con una extension final de 72 °C por 10
min. Para la regidon nadh?2 (F4 y R4), se utilizé una temperatura inicial de denaturacién

a 95° C por 1 min, seguido por 35 ciclos at 94° C por 1 min, 57° C por 1 min, y 72 °C
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por 1 min, con una extension final de 72 °C por 10 min. Finalmente, para la region
control (CRzch_F y CRzch_R), se utiliz6 una temperatura inicial de denaturacién a 95°
C por 1 min, seguido por 35 ciclos at 94° C por 1 min, 55° C por 1 min, y 72 °C por 1
min, con una extension final de 72 °C por 10 min. Los productos amplificados fueron
tratados con 1 U de ExoSAP-IT (USB® Products Affymetrix, Inc) a 37° C por 45 min,
seguido por una inactivacion a 80° C por 15 min. Los productos PCR limpios, fueron
secuenciados en ambas direcciones en un secuenciador ABI 3130XL (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA) utilizando el kit de secuenciacién Big Dye terminator v3.1y
siguiendo los protocolos del fabricante.

Los analisis filogenéticos se realizaron wusando el programa
Geneious Pro v7.0.6 (Biomatters Ltd.,, Auckland, New Zealand).Una vez que las
secuencias fueron alineadas, se obtuvo la distancia genética existente entre haplotipos
usando el modelo Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993). El analisis bayesiano se efectuo
para todo el set de datos a través de la extension Mr. Bayes 3.2.2 para
Geneious (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). Usando un modelo generalizado de
sustitucidon reversible con una distribucion del error tipo gamma. Se analizaron cuatro
cadenas en paralelo para 10.000 iteraciones, con un descarte de las primeras 1.000.
Las iteraciones restantes se utilizaron para calcular un arbol de consenso y el soporte
de los nodos se calcula a través de la probabilidad bayesiana posterior. En la mayoria
de los casos se utilizaron secuencias de especies como Amblyraja radiata, Dipturus
kwantungensis, Zearaja maugeana y Z. chilensis (secuenciada en Korea), para ser
usadas como grupo externo de referencias en el proceso de comparaciéon y

construccion de los arboles filogenéticos.
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4.3.3. Identificacion de unidades poblacionales de la raya volantin Zearaja
chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma en aguas chilenas, a

través de microsatélites y ADN mitocondrial

A través del plan general de muestreo, se recolectaron un total de 408
ejemplares de Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma (271 y 137, respectivamente)
a partir de cinco ubicaciones geograficas en Chile (Tabla 2). Las muestras fueron
identificados a través de guias de campo para asegurar la identidad taxondmica
(Lamilla & Saez, 2003; Lamilla & Bustamante, 2005). Sin embargo, en algunos
ejemplares juveniles esta identificacién fue incierta, y las dos especies no siempre
pudieron ser diferenciadas de forma fiable en el campo. Pero en estos casos, la
identidad especifica fue validada mediante los registros fotograficos en una fecha
posterior. Muestras de tejido muscular se obtuvieron de todos los individuos, los que
se preservaron en alcohol absoluto y a 49C, previo a su envio al Molecular Fisheries
Laboratory de la Universidad de Queensland (Australia). Las muestras una vez en su
destino, fueron conservadas a -202C hasta que la extraccion del ADN y subsiguientes

analisis.

Informe Final - FIP 2013-29



-49 -

Tabla 2 Localidades de toma de muestra, indicando el nimero total de individuos por
especie, y el tipo de marcador molecular analizado: mitocondrial (mtADN) o nuclear

(nADN).

Localidad /
San Antonio Valdivia Puerto Montt Aisén Punta Arenas Total
Especie

Zearaja chilensis

mtADN 70 61 47 48 45 271
nADN 30 32 32 32 28 154
Dipturus trachyderma

mtADN 52 53 14 11 7 137
nADN 32 31 14 11 7 95

El ADN genodmico total fue extraido para todos los individuos utilizando un
método salino modificado (Miller et al, 1988). Una pequeila muestra de tejido
(aproximadamente 25 mg) se digirié durante la noche a 552C en un microtubo de 1,5
ml, el que contiene 600 pul de bufer de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, 20 mM EDTA pH
8,0 y el 5% de SDS) y 6 ul de proteinasa K (20 mg/ml). Una vez que se completo la
digestion, los tubos se colocaron en hielo durante 5 min, y se afiadi6 200 pl de NaCl
(5M) a cada muestra. Los tubos se centrifugaron durante 2 min a 14,000 rpm. El
sobrenadante se retird y se colocé en un nuevo tubo etiquetado donde se afiadi6 1 ml
de isopropil absoluto frio para precipitar el ADN. Las muestras fueron luego
centrifugadas durante 5 min a 14,000 rpm. Todo el sobrenadante se eliminé y se
afiadi6 1 ml de etanol al 75%. Las muestras se dejaron a temperatura ambiente
durante 15 min y luego se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 minutos. Se elimin6

el sobrenadante y los sedimentos de ADN se dejaron secar durante la noche a
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temperatura ambiente. Una vez seco, el ADN se re-suspendi6 en 100 pl de bufer TE
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,0) y se almaceno6 a -20 ¢C. Esta extraccion de ADN se
utiliza para la amplificacién de marcadores mitocondriales (mtADN) y microsatélites

(nADN).

Secuenciacion NGS y ensamble de genomas mitocondriales

ADN gendémico de alto peso molecular se utilizé a partir de una muestra de
especimenes tipo (machos adultos) de cada especie, los que se obtuvieron durante los
desembarques comerciales en San Antonio (33°35'S, 71°37' W) y Aisén (45°26'S,
72°56'W) durante el plan general de muestreo. El ADN fue fragmentado por
cizallamiento acustico usando un sonicador Covaris S2 (Woburn, MA), y las bibliotecas
gendmicas para secuenciaciéon fueron desarrollados para cada especie con el kit de
preparacion Illumina TruSeq Nano DNA (San Diego, CA). Las muestras fueron
secuenciadas utilizando la plataforma Illumina HiSeq 2000 (San Diego, CA) que apoy6
la adquisicién de secuencias con extremos pareados, con una longitud de 125bp,
siguiendo los protocolos suministrados por Illumina. Las secuencias resultantes se
fusionaron utilizando el software FLASH (Mago¢ & Salzberg, 2011) con un
solapamiento minimo de 25bp y un ratio de 0,2 desajuste. Los contigs resultantes
fueron mapeados contra la especie disponible mas estrechamente relacionadas,
Dipturus kwangtungensis (numero de acceso al GenBank: KF318309), utilizando
Geneious v.8.1 (Biomatters, Auckland, NZ). En el genoma mitocondrial resultante, se
comprueba la presencia de indeles (insercién-deleciones) y polimorfismos de

nucleétido tnico (SNP) introducidas por los errores y ambigiiedades de secuenciacion
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de homopolimero en el genoma de referencia. Ambigliedades potenciales y SNPs
fueron validados en base a la profundidad y calidad de secuencia. Las secuencias de
genes fueron anotados con la a través del servidor MitoAnnotator (Iwasaki et al,
2013), y las bibliotecas completas de secuencias de ADN gendmico se registraron en el
repositorio de base de datos gendmicos, eFish (Zearaja chilensis BioVoucher: 2014-

ZCH-1004; Dipturus trachyderma BioVoucher: 2015-DTR-004).

Desarrollo de primers

Se utilizaron los primers originales descritos previamente para la regiéon de
control mitocondrial de Z. chilensis (Vargas-Caro et al., 2014) utilizando Primer3 en
Geneious Software v.8.1 (Biomatters Ltd, Auckland). La secuencia del primer inicial,
CR-Zch_F (5'-TGA ACT CCC ATC CTT GGC TC-3 ') se colocé en la proteina prolina
(tRNAPro) entre 15,610 y 15,629 bp; mientras que el primer reverso, CR-Zch_R (5'- GTA
TTG GTC GGT TCT CGC CA-3 ') se posiciond en la region de control, entre 16,186 y
16,205 bp, asegurando la amplificaciéon de aproximadamente 600bp. La secuencias de
ambos primers fueron analizados utilizando la herramienta BLAST (Benson et al.,
2013), para buscar secuencias homologas en el genoma mitocondrial completo de la
especie y en los registros del NCBI GenBank, para asegurar que las secuencias
propuestas fueran unicas y especificas a la region control de Z chilensis y D.
trachyderma.

Ademas, se utilizaron las bibliotecas de secuenciacion de Illumina previamente
amplificadas, para identificar potencial loci de microsatélites. Se extrajeron

secuencias de entre 150 y 400bp, las que fueron filtradas considerando potenciales
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secuencias repetidas utilizando la plataforma QDD v.3.1. (Meglecz et al., 2014). Desde
el archivo resultante, se excluyeron las secuencias con repeticiones de dinucle6tidos e
imperfectas; dejando unicamente aquellas secuencias con un nimero de unidades de
repeticibn mayor de diez. Posteriormente, las secuencias seleccionadas fueron
analizadas en contra del conjunto de datos mundial de NCBI GenBank utilizando la
herramienta BLAST, para identificar y excluir loci en regiones codificantes conocidas.
Por ultimo, se utiliz6 Geneious v.8.1 (Biomatters Ltd, Auckland) para crear una
biblioteca de NGS para cada especie, y las secuencias de primers (inicial y reverso)
fueron analizadas para excluir aquellos pares con homologia en regiones fuera del
secuencia objetivo acompafiante, y para asegurar la no duplicacién de loci. Para cada
especie se seleccionaron un conjunto de 48 pares de primers, y los primers iniciales
fueron atados con una cola “CAG” para permitir el marcaje fluorescente del producto
de PCR; mientras que los primers reversos fueron con una cola “GTTT” para asegurar
adenilacién completa (Peters et al., 2009).

La seleccidn inicial de los primers de microsatélites seleccionados se realiz6 en
16 individuos. Las muestras fueron amplificados utilizando una reaccién de PCR en un
volumen de 11 pl el que contiene 1 pl de ADN gendmico (10-15 ng), primer inicial
0.05 pl, 0,25 pl primer reverso, 0,25 pl de 'CAG-FAM', 5,5 pl de 2 x bufer MyTaq
(Bioline, Australia, que contiene aproximadamente 0.15ul de Taq) y 3,95 ul de H20
Milli-Q. Las condiciones del termociclador fueron 95° C durante 3 min, seguido por 37
ciclos de 94° C durante 15 s, 57° C durante 15 s y 72° C durante 10 s. Una ultima
extension se realizé a 72° C durante 30 minutos y se mantiene a 10° C. Los productos

de PCR se diluyeron 200 veces y luego se secuenciaron mediante electroforesis capilar
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utilizando un secuenciador ABI 3130x] (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) siguiendo
las recomendaciones del fabricante.

Los alelos se dimensionaron en contra de un tamafio estdndar interno
(GeneScan-500 LIZ) antes de ser calificado usando Geneious v.8.1. Once de los 48
pares de cebadores ensayados dieron productos de PCR de alta calidad y resultaron
ser polimorficos. La caracterizacion adicional de estos loci se llevo a cabo mediante el
genotipado de 32 muestras adicionales elegidas entre los diferentes lugares de
muestreo.

Para optimizar el disefio experimental, se utiliz6 un andlisis de potencia
(POWSIM, Ryman & Ramos, 2006) para simular la probabilidad de detectar
diferencias genéticas a nivel poblacional de una gama de Fsr esperados en dos
poblaciones tedricas. El tamafio de la muestra por poblacion fueron 50, 100 y 150 y el
numero de loci fue 9. Loci fueron excluidos si tenian 1) una importante frecuencia de
alelos en mas de un 90%, y 2) una menor precisiéon potencial de puntuaciéon debido a
la presencia de un gran namero de alelos. Segin lo recomendado por Ryman & Palm
(2006), las estimaciones de potencia estadistica para un nivel definido de divergencia
fueron controlados por el cambio de las generaciones de deriva (t) en lugar de variar
el tamafio efectivo de la poblacién (Ne), lo que puede causar la pérdida de baja
frecuencia de alelos. Los valores de Fsr se fijaron en 0.01, 0.005 y 0.0025; los que son
equivalentes a una tasa de migracion de 2,5%, 5% y 10%. Se utilizaron los siguientes
parametros: tamafio efectivo de la poblacién (Ne) = 1,000; nimero de simulaciones =
1,000; y generaciones de deriva (t) = 20 (FST = 0.01), 10 (Fsr = 0.005) y 5 (Fsr =

0.0025). El grado de diferenciacion significativa (cuantificada como valores Fsr) para
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cada replica fue probada usando Chi-cuadrado y probabilidades de Fisher para probar
la hipétesis nula de homogeneidad genética.
Diversidad genética y estructura poblacional utilizando marcadores mitocondriales

Aproximadamente 600bp de la regién de control del ADN mitocondrial fueron
amplificados usando los primers indicados anteriormente. La amplificacion PCR se
realizé en reacciones de 10 pl, las que contienen 1 pl de ADN gen6émico (20-50 ng), 5,9
ul de H20 Milli-Q, 1 pl de 10x bufer de MgCl; (15 mM), 1 ul de dNTPs (2 mM), 0,5 pl de
cada primer (CR_Zch_F y CR Zch_R), 0,1 ul de ADN Taq polimerasa (5 U/1). El ciclo
térmico consistié en una desnaturalizacidn inicial a 95° C durante 1 min, seguido de
35 ciclos a 94° C durante 1 min, 55° C durante 1 min, y 72° C durante 1 min. Se afiadié
una etapa de extensién final a 72° C durante 10 s. Los fragmentos amplificados se
trataron con 1 U ExoSAP-IT (Affymetrix, Inc) a 37° C durante 45 min, seguido por una
etapa de inactivacion a 80° C durante 15 min. Los productos de PCR limpio fueron
secuenciados en ambas direccibn en un secuenciador ABI 3130xl (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA) usando el kit de secuenciacion Big Dye Terminator v3.1.

Las secuencias fueron analizados utilizando el software Geneious v.8.1
(Biomatters Ltd, Auckland, NZ). Cada secuencia fue revisada manualmente para
corregir bases mal llamadas, y todas las posiciones variables fueron confirmadas
mediante la comparaciéon de las secuencias generadas por los primers iniciales y
reversos. Una vez que en las secuencias se han comprobado las discrepancias, se
retiraron las secuencias de ambos primers (CR Zch_F y CR Zch_R), y se genera una

secuencia de consenso para cada individuo. Posteriormente, estas secuencias de
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consenso se alinearon para determinar la posicion de polimorfismos de nucle6tido
unico (SNP) y eventos de insercién-delecién (indels) a través de los individuos.

Para caracterizar la diversidad genética de cada poblacién, se calcula el
numero de haplotipos (Nu), sitios polimorficos e, indices de diversidad de haplotipos
(h) y nucleotidos (m) a partir de las secuencias consenso alineadas utilizando DnaSP
v.5.10.1 (Librado & Rozas, 2009).

La diferenciacién genética entre las poblaciones y pares de @®sr, fueron
evaluados en ARLEQUIN v3.5.1.2 (Excoffier & Lischer, 2010). La distancia genética
entre los haplotipos se estima a través del modelo de sustitucion de nucledtidos
Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993) con un valor gamma de 0,25 y 1,000 repeticiones
para evaluar las diferencias significativas entre los valores empiricos y aleatorios de
Dsr.

La expansion demografica fue evaluada utilizando las prueba de la neutralidad
de Tajima D (Tajima, 1989, 1993, 1996) y Fs de Fu (Fu, 1997) en ARLEQUIN. Una red
de haplotipos fue construido en NETWORK v.4.6.1.3 (Bandelt et al, 1999) para
visualizar el agrupamiento y la diversidad de haplotipos en la muestra analizada por

especie.

Diversidad genética y estructura poblacional utilizando marcadores nucleares

Nueve y siete loci fueron seleccionados para genotipificacion de Z. chilensis y D.
trachyderma, respectivamente. Cuatro (Z. chilensis) y tres (D. trachyderma) PCR
multiplexados fueron implementados para determinar el genotipo de cada individuo

en estos loci (Tabla 3). Los loci y las combinaciones de colores (FAM = azul; VIC =
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verde; NED = negro; PET = rojo) para cada PCR multiple, fueron elegidos para
minimizar la superposicion de alelos. Un stock de primers se establecié para cada
locus, el que consta de un par de primers (inicial y reverso), y el primer CAG marcado
con la fluorescencia correspondiente (FAM, VIC, NED o PET). Los stocks de primers
consistieron en 6 pl de primer inicial 100uM, 30 pl de primer reverso 100uM, 15 pl de
200um de primer fluorescente CAG-y 99 ul Milli-Q H20. Para su uso en PCR, los stock
de primers fueron combinaron en una mezcla de primers en proporciones que fueron
determinadas experimentalmente para lograr la amplificaciéon 6ptima en todos los loci
(Tabla 3).

Las amplificaciones PCR de microsatélites se realizaron en 14 pl de reaccidn, la
que contiene 2 pl de ADN genémico (10-15 ng), 4 ul de mezcla de primersy 8 ul de 2 x
bufer MyTaq (Bioline, Australia, el que contiene aproximadamente 0,15 ul de Taq). La
Taq se afiadi6 una vez que la reaccion se encontraba a 95° C en la maquina de PCR. Las
condiciones térmicas fueron las siguientes: 95° C durante 10 min, seguido por 37
ciclos de 94° C durante 15 s, 57° C durante 15 s y 72° C durante 10 s. Después, la
reaccion se expuso a 72° C durante 30 min y se mantuvo a 12° C. Los productos de
PCR a partir de multiples reacciones de amplificaciéon (uno por cada cola “CAG”) se
diluyeron y se combinan en una sola linea (pseudo-linea de multiplexacién). La
longitud del amplicon se determiné usando electroforesis capilar en un secuenciador
ABI 3130xl (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). Los alelos se dimensionaron en contra

de un tamafio estandar interno (GeneScan-500 LIZ).
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Tabla 3 Cantidad del stock de primers por locus microsatélite, afiadida a la mezcla de
primers para la genotipificacion por multiplexacion PCR de Z. chilensis and D.

trachyderma. Los nimeros de multiplex se indican entre paréntesis.

Multiplexacién ID Numero de Nombre del Stock de primer por
(codigo interno) Locus reaccion unica (puL)
Zearaja chilensis
CAG-VIC (M_1) Zch_MS_08 Zchi_P1_067 0.5
CAG-VIC (M_1) Zch_MS_13 Zchi_P1_070 0.5
CAG-VIC (M_1) Zch_MS_19 Zchi_P1_019 0.8
CAG-NED (M_2) Zch_MS_15 Zchi_P1_059 0.2
CAG-NED (M_2) Zch_MS_31 Zchi_P1_085 0.5
CAG-PET (M_3) Zch_MS_06 Zchi_P1_007 0.5
CAG-PET (M_3) Zch_MS_16 Zchi_P1_072 1.2
CAG-FAM (M_4) Zch_MS_10 Zchi_P1_057 0.9
CAG-FAM (M_4) Zch_MS_29 Zchi_P1_083 1
Dipturus trachyderma
CAG-VIC (M_1) Zch_MS_08 Zchi_P1_067 0.6
CAG-VIC (M_1) Zch_MS_19 Zchi_P1_019 0.9
CAG-NED (M_2) Zch_MS_15 Zchi_P1_059 0.2
CAG-NED (M_2) Zch_MS_31 Zchi_P1_085 0.5
CAG-NED (M_2) Dtr_MS_08 Dtra_P1_009 0.8
CAG-PET (M_3) Zch_MS_06 Zchi_P1_007 0.5
CAG-PET (M_3) Zch_MS_16 Zchi_P1_072 1.2

Informe Final - FIP 2013-29



-58 -

Los genotipos fueron anotados y agrupados usando el complemento para
microsatélites en Geneious v.8.1 (Biomatters Ltd, Auckland, NZ). El software MICRO-
CHECKER v.2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004) se utilizé para comprobar la existencia
de errores de puntuacién revelados por el exceso de homocigotos (causado por la
presencia de alelos nulos y/o alelo descartados) y deficiencias de homocigotos
(causadas por anotaciones incorrectas de bandas repetidas).

El software GENEPOP v.4.0 on-the-web (Raymond & Rousset, 1995; Rousset,
2008), fue utilizado para evaluar las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg
(HWE) y la presencia de desequilibrio de union (linkage disequilibrium) entre los
diferentes loci utilizando los siguientes parametros para la cadena de Markov: 1000
pasos de dememorizacién, 100 lotes y 1000 iteraciones por lote, para realizar las
comparaciones multiples utilizando el ajuste de Bonferroni (a« = 0.05). El nimero de
alelos (Na) y sus frecuencias, el indice de fijacion (FIS), y la heterocigosidad esperada
(He) y observada (Ho), fueron estimadas a través del software GenAlEx v.6.501
(Peakall & Smouse, 2006, 2012).

Cada combinacién de locus y ubicacidn fue evaluada para desviaciones de HWE
a través de ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010) mediante la prueba de
probabilidad exacta de la cadena de Markov con 1.000.000 iteraciones y 100.000
pasos de dememorizacion. Se utilizaron los ajustes de Bonferroni de o para corregir
las multiples pruebas. Los valores pairisticos para poblaciones (Fst) fueron estimados

a través de 100 permutaciones utilizando ARLEQUIN.
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Pruebas parciales de Mantel fueron implementadas mediante un a analisis de
aislamiento por distancia (IBD, segin Jensen et al, 2005), con significancia

determinada mediante pruebas de permutacion.

4.4. Identificar y caracterizar la(s) principal(es) unidad(es) demogrdfica(s) de

raya volantin y raya espinosa presentes en la costa chilena

A continuacién se presentan las metodologias consideradas para el presente
objetivo, a saber, el andlisis de la morfometria geométrica, el estudio de la variacién de
adaptaciones locales a través de la estrategia de historia de vida, carga parasitaria y

nivel tréfico.

4.4.1. Caracterizacion y variacion morfométrica en la raya volantin Zearaja

chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma, en aguas chilenas

Para el presente objetivo, se muestrearon 581 ejemplares, correspondientes a
404 Zearaja chilensis y 117 Dipturus trachyderma. Para ambas especies, se obtuvieron
ejemplares de ambos sexos y se aseguré la cobertura de un amplio rango de tallas
(Tabla 4). Las muestras provienen de cuatro zonas de muestreo a lo largo de la costa
de Chile segun lo estipulado en el plan general de muestreo del proyecto FIP 2013-29.
En terreno, la totalidad de los ejemplares capturados fueron sexados y se obtuvo una
fotografia escalada y perpendicular de la superficie dorsal y ventral (Fig. 1). A una

fracciéon de la captura por localidad, no inferior al 10% del total de individuos, se les
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realizaron un total de 43 mediciones directas basadas en caracteristicas
morfométricas. Estas mediciones cubren la totalidad del cuerpo de las rayas (cabeza,
disco y cola), incluyendo la longitud total. Ademas, se registré en todos los casos el
numero de espinas nucales, en la linea media y entre las aletas dorsales (Tabla 5, Fig.
2). La totalidad de las medidas fueron tomadas con una cinta graduada en milimetros
con 0.1 cm de precisién. Todas las mediciones, se expresan en centimetros y las
abreviaciones se definen de acuerdo a Last et al. (2008). Las mediciones se expresan
en % de la longitud total (TL). De forma complementaria, se obtuvo un segundo
conjunto de mediciones a través del complemento “Point Picker” en el software
Image] (Schneider, 2012); las que son homologas al conjunto de 43 mediciones
directas obtenidas previamente. Las coordenadas espaciales de cada landmark, junto
con informacién demografica (especie, sexo, localidad), fueron integradas en una sola
matriz de la informaciéon morfométrica, expresada como porcentaje de TL, y las
variables especie (Z. chilensis o D. trachyderma), sexo (macho o hembra) y localidad
(San Antonio, Valdivia, Puerto Montt o Punta Arenas) fueron incluidas como factores
dentro de la matriz. Esta matriz fue utilizada para establecer una segunda matriz de
similitud multivariado utilizando distancia euclidiana como unidad de distancia, lo
que fue realizado a través del software PRIMER v6 (Clarke & Gorley, 2006), para
determinar aquellas medidas corporales significativas en la separacién potencial de
poblaciones asociadas a las localidades de muestreo. Un anadlisis de escalamiento no-
meétrico multidimensional (MDS) de las distancias en esta matriz de similitudes, fue
implementado para evaluar visualmente las diferencias entre especies y sexos.

Posteriormente, el test estadistico de andlisis de similitud (ANOSIM) fue
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implementado para evaluar la significancia de las diferencias observadas a través del
MDS, en el conjunto de variables especificadas por sexo y localidad. Este test
estadistico, pone a prueba la hipétesis nula de que no existen diferencias entre los
factores definidos previamente. En el caso de detectar estas diferencias, un analisis de
similitud de porcentajes (SIMPER) fue implementado para determinan la contribucion
porcentual de cada medicion morfologica en la diferenciacién de los grupos. Este

analisis se realiza, hasta que las diferencias acumulativas fueron mayores al 55%.

Figura 1 (pdgina siguiente) Ejemplo de fotografias utilizadas en el presente estudio:
Zearaja chilensis, dorso (A, C) y vientre (B, D); Dipturus trachyderma dorso (E, G) y
vientre (F, H). Se incluye ejemplo de machos (C-F) y hembras (A, B, G, H). La escala

colorimétrica, mide 25 cm de largo.

Informe Final - FIP 2013-29



ch N0 |
(M)

VALDIVIA A2 )y

gcﬁ NeA0S.
(H)

{
]

VALDNIA M2 jny

Zen N0
(M)

VALBNIA  AA]A2)74

-62 -

DIR 1554
(M)

LS 0z 4

D NSy )
M)

ARLBA 45 12 44

Informe Final - FIP 2013-29



-63 -

Tabla 4 Numero de ejemplares (n) y rango de tallas (longitud total, LT, expresada en

cm), en los ejemplares muestreados, separados por sexo, especie y localidad.

Zearaja chilensis Dipturus trachyderma
n Min TL MaxTL n Min TL MaxTL
Sexo
Machos 161 73.8 122.8 74 89.0 207.5
Hembras 245 25.0 183.0 103 98.2 242.5
Localidad
San Antonio 79 76.4 113.4 102 97.6 220.0
Valdivia 117 25.0 1141 46 89.0 214.3
Puerto Montt 99 82.1 119.8 22 110.5 167.8
Punta Arenas 109 87.2 183.0 7 120.3 242.5
Total 404 25.0 183.0 177 89.0 242.5

Tabla 5 Mediciones morfométricas y meristicas utilizadas en este estudio, con su

correspondiente abreviacién (modificado de Last et al,, 2008).

Lugar
corporal Nombre Abreviatura
Disco Longitud de total 1
Ancho del disco
Largo del disco

Ancho maximo desde el hocico

uaa S W N

Longitud del hocico
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Tabla 5 Continuacion.

Lugar
corporal Nombre Abreviatura

Disco Distancia desde el hocico al espiraculo 6
Longitud dorsal de la cabeza 7
Distancia entre la cloaca hasta el extremo caudal 14
Distancia entre el hocico y la mandibula superior 15
Distancia pre-nasal 16
Distancia desde el hocico a la ultima hendidura
branquial 17

Cabeza Diametro orbital 8
Distancia entre los ojos y espiraculo 9
Ancho maximo del espiraculo 10
Distancia inter-orbital 11
Distancia inter-espiracular 12
Distancia entre el hocico y la cloaca 13
Ancho de la boca 18
Distancia entre nostriles 19
Longitud horizontal de la cortina nasal 20
Ancho maximo de la cortina nasal 21
Ancho minimo de la cortina nasal 22
Ancho del 16bulo de la cortina nasal 23
Ancho de la primera hendidura branquial 24
Ancho de la quinta hendidura branquial 25
Distancia entre las primeras aberturas branquiales 26
Distancia entre las ultimas aberturas branquiales 27
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Tabla 5 Continuacion.

Lugar
corporal Nombre Abreviatura

Cola Longitud de clasper (solo en machos) 28
Longitud del 16bulo anterior de la aleta pélvica 29
Longitud del 16bulo posterior de la aleta pélvica 30
Ancho de la aleta pélvica 31
Ancho de la cola a la altura de las aletas pélvicas 32
Alto de la cola a la altura de las aletas pélvicas 33
Ancho de la cola a la distancia media 34
Alto de la cola a la distancia media 35
Ancho de la cola al origen de la primera aleta dorsal 36
Alto de la cola al origen de la primera aleta dorsal 37
Ancho de la primera aleta dorsal 38
Alto de la primera aleta dorsal 39
Distancia entre la primera aleta dorsal al extremo
caudal 40
Distancia entre la segunda aleta dorsal y el extremo
caudal 41
Longitud de la aleta caudal 42
Distancia entre la cloaca a la insercion de las aletas
pélvicas 43

Meristica Conteo de aguijones nucales AN
Conteo de aguijones en la linea media AM
Conteo de aguijones entre las aletas dorsales AD
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Figura 2 Diagrama de las mediciones morfométricas en cuerpo (A, B), cabeza (C,D) y

cola (E) en Batoideos (modificado de Last et al., 2008).
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4.4.2. Caracterizacion y variacion de la dieta y nivel tréfico de Zearaja chilensis

y Dipturus trachyderma en aguas chilenas

Las muestras obtenidas fueron obtenidas en el marco del plan general de

muestreo en las localidades de San Antonio, Valdivia, Puerto Montt y Punta Arenas

(Tabla 6). El periodo de muestreo abarcé 2 meses entre noviembre y diciembre del

afio 2014. Las rayas fueron obtenidas de la pesqueria artesanal, realizada con espinel,

se trasladaron a puerto, en donde se realiz6 la toma de muestra, extrayendo los

estdmagos seleccionados al azar en cada region.

Tabla 6 Numero de individuos obtenidos por localidad y separados por sexo.

Localidad

Fecha muestreo

Especie

Sexo

San Antonio

Valdivia

Puerto Montt

Punta Arenas

02-12-2014
28-12-2014
17-12-2014
10-12-2014
19-11-2014
20-11-2014
28-12-2014
29-12-2014

Z. chilensis
D. trachyderma
Z. chilensis
D. trachyderma
Z. chilensis
D. trachyderma
Z. chilensis

D. trachyderma

9 Hembras; 4 machos
5 hembras; 2 machos
2 hembras; 3 machos
4 hembras; 1 macho

3 hembras; 3 machos
1 hembra; 3 machos

3 hembras; 2 machos

3 machos
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Para extraer los estémagos, se realiz6 un corte en la zona ventral de las rayas
en forma de U. Para removerlo del interior se le realizaron dos cortes, un corte a nivel
esofagico y otro a nivel pilérico. Los estdbmagos se abrieron y el contenido estomacal
se vacié en bolsas plasticas debidamente etiquetadas, luego fueron trasladadas al
laboratorio de elasmobranquios (Elasmolab) de la Universidad de Austral de Chile,
donde se mantuvieron refrigeradas para posterior andlisis e identificacion.

Para realizar el andlisis del contenido estomacal se descongelaron los
estémagos, se vacio el contenido estomacal en un colador con malla de 1mm para
filtrar. Las presas contenidas en los estbmagos se contabilizaron y pesaron con una
balanza analitica (0,01 g de precision), las que fueron agrupadas en las siguientes
categorias: crustaceos, peces, cefalopodos, moluscos.

Para la clasificacién de los {tems presa, se utilizaron guias y claves de
identificacion de crustaceos (Retamal, 1981; Zufiga, 2002), y en el caso de peces
6seos para identificar huesos u otolitos, se utiliz6 la clave osteoldgica para peces de
Chile central (Falabella et al., 1995) y una guia modelo para la identificaciéon de
otolitos. Con esta clasificaciébn se intentd identificar cada item presa al nivel

taxondmico mas cercano posible, ya sea a niveles de especie o género.
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Figura 3 Proceso de identificacién de presas casi completas, posibles de identificar

con caracteristicas externas a simple vista.

Figura 4 Proceso de identificacion de presas en estados mas digeridos, imposibles de

identificar a simple vista, necesario guias de identificacién de mandibulas, otolitos,

crustaceos, etc.
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Indices numéricos

Para la cuantificacién se utilizaron los métodos numéricos (Hyslop, 1980), en
el que se contabiliz6 el nimero de ejemplares de cada item presa, y su porcentaje con
respecto al nimero total de todas las presas; frecuencia de ocurrencia, donde se
contabiliz6 el nimero de rayas cuyo estdmago contiene cierto item presa, con
respecto al numero total de estomagos analizados. Adicionalmente, se utiliza el
método gravimétrico, con el cual se contabiliz6 el porcentaje de peso de cada item
presa, con relacion al peso total estimado para la totalidad de las presas.

Indice de importancia relativa (IIR) (Pinkas et al, 1971), determiné la
importancia de una presa en la dieta a partir de la combinacién del indice numérico,
con peso y frecuencia:

%IRI = (%G + %N) % FA

Donde %IRI = es el indice de importancia relativa; %G = el porcentaje en peso; %N =
el porcentaje en nimero y %FA = el porcentaje en frecuencia de aparicién.

La categoria de presas se pudo calcular mediante el coeficiente de alimentacion
(Q), en el cual se considera Q > 200 presas preferenciales, Q = 20 presas secundarias y
Q < 20 presas raras (Braga y Braga 1987). La diversidad de presas se estableci6

mediante el indice de Shannon-Wiener (H’).

5
H = _Zpt'lﬂnga'

=1
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Donde H’= indice de Shannon- Wiener; S = Numero total de especies; Pi= Numero de
individuos en el sistema de la especie determinada i.

El valor maximo suele estar cerca de 5. A mayor valor del indice indica una
mayor biodiversidad de las especies.

La amplitud de la dieta se calculé utilizando el indice estandarizado de Levin
(Krebs, 1989), empleando la técnica propuesta por Labropoulou & Eleftheriou (1997)

como:

Bi = i 1 ) -1
‘Ta igpg) T

Donde Bi es el indice de Levin para el depredador j; Pij2 es la proporcién de la dieta del
depredador i sobre la presa j, y n es el nimero de categorias de presas.

Los valores de este indice fluctiian de 0 a 1, menores a 0,6 indican que la dieta
estd dominada por pocas presas, por lo tanto se trata de un depredador especialista y
mayores a 0,6 corresponden a dietas de depredadores generalistas (Krebs 1989,
Labropoulou & Eleftheriou 1997).

La sobre-posicion de la dieta, se midié con el indice de Morisita-Horn. Este se
ocupo6 para determinar la sobre posicion de la dieta entre juveniles y adultos, sexos y

localidades.

22X (Pxi e Pyi)
(- Pxi2 + Y7, Pyi?)

CA
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Donde CA = indice de Morisita-Horn de sobre posicion entre depredador X, y
depredador Y; Pxi = proporcion numérica de la presa i del total de presas usadas por
el depredador X; Pyi = proporciéon numérica de las presas i usadas por el depredador
Y,y n = total de nimero de presas.

Los valores < 0.29 indican sobre posicion baja, valores entre 0.30—0.65 sobre
posicion media, y valores > 0.66 indican sobre posicion alta de dietas. El valor 1 indica
que todos los componentes alimenticios son homogéneos (Horn, 1966; Langton, 1982;

Smith y Zares, 1982).

4.4.3. Caracterizacion y variacion de la carga parasitaria de Zearaja chilensis y

Dipturus trachyderma en aguas chilenas

El presente estudio analiza estdbmagos y valvula espiral de la especie Z. chilensis
y D. trachyderma. Donde se intenta reconocer la presencia de endoparasitos y su
identificacién. Se analiz6 el estdmago y valvula espiral de 48 rayas obtenidas durante
los meses de noviembre y diciembre del 2014, de 4 localidades (San Antonio, Valdivia,
Puerto Montt y Punta Arenas); de los cuales, 29 son de la especie Z. chilensis y 19 de la
especie D. trachyderma.

Para conocer la fauna parasitaria de estdémagos y valvula espiral, se realiz6é un
corte en la zona ventral de las rayas en forma de U para extraer ambos. Para
removerlo del interior se le realizaron dos cortes, un corte a nivel esofagico y otro a
nivel pildrico para cortar y vaciar el contenido estomacal en bolsas plasticas, tomando

atencion a las paredes de estémago por si algiin parasito se encontraba adherido en
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ellas. La Valvula espiral también es removida cortando la base que se conecta con el
ano, y se guarda completa en bolsas plasticas. Luego fueron trasladadas al laboratorio
de elasmobranquios (Elasmolab) de la Universidad de Austral de Chile, donde se
mantuvieron refrigeradas para su posterior andlisis e identificacién. Se analizé cada
estbmago y valvula, y los individuos encontrados se conservaron refrigerados en
alcohol de 70°. Posteriormente se observaron en una lupa con 0,5 de aumento y se
fotografiaron para posterior identificacion. La identificacion se realizé gracias a
trabajos y publicaciones especializados sobre especies de nematodos en Chile (Mufioz.
G y Olmos V, 2008; George-Nascimento & Urrutia, 2000; Cortés. Y & Muinoz G. 2008;
etc).

Se realizaron analisis de los parametros ecoldgicos de prevalencia parasitaria,
intensidad promedio de infecciéon y abundancia, en base a las féormulas propuestas por
Bush et al. (1997) en donde la prevalencia es el porcentaje de hospederos parasitados,
respecto a la cantidad de hospederos revisados:

Prevalencia (P)= (N hospederos parasitados) (N hospederos revisados)1 x 100

La intensidad promedio de infeccion es la cantidad de parasitos de una especie
encontrados en cada hospedero parasitado:

Intensidad promedio de infeccién (I) = (N parasitos) (N de hospederos parasitados)-

La abundancia, se define como la cantidad de parasitos encontrados, con respecto a la
cantidad de hospederos revisados:

Abundancia (A) = (Nimero de parasitos) (Nimero de hospederos revisados)-1
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4.4.4. Caracterizacion y variacion de la historia de vida de Zearaja chilensis 'y

Dipturus trachyderma en aguas chilenas

En este objetivo, en cada una de las localidades, los individuos muestreados
fueron medidos en su longitud total (LT) que corresponde a la maxima distancia en
cm en linea recta y sobre una superficie plana entre la punta del hocico hasta el
extremo mas distal de la aleta caudal, con una cinta métrica graduada en milimetros.
Fueron sexados mediante la presencia/ausencia de clasper. Se determiné frecuencia
de tallas de forma grupal en cada localidad para evaluar su normalidad, se aplico el
test Kolmogorov-Smirnov (D). En la localidades en que las mustras fueron menores a
30 se aplico el test Shapiro-Wilk (W), que se basa en la comparacion de los cuartiles de

la distribucién normal ajustada.

Para determinar la proporcion sexual se usé la prueba x2 (chi-cuadrado) de bondad
de ajuste (Sokal & Rohlf, 1987), para examinar tendencias significativas de
segregacion sexual ente machos y hembras (proporcion 1:1). En cada ejemplar macho
se reconoci6 ademas, su estado de madurez sexual donde se utiliza una escala
adaptada de Stehmann (2002) y Oddone et al. (2007), la cual permite identificar dos
estados de inmadurez (juvenil y adolescente) y dos de madurez (adulto y activo)

segln se describe en la tabla 7.
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Tabla 7 Escala de madurez sexual para machos basada sobre la observacion de la

calcificacion y rigidez de los clasper.

Organo Codigo Descripcion Estado

c=1 Sin calcificar, no mas largos que las aletas pélvicas. Juvenil

Parcialmente calcificados, mas largos que las aletas

Clasper C=2 Adolescente
pélvicas
C=3 Completamente calcificados, rigidos. Adulto
C=4 Completamente calcificados y con presencia de semen Activo

Como respuesta, la madurez sexual fue registrada de forma binominal (inmaduro 0,
maduro 1) en intervalos de 1,5 a 4 cm. La talla media de madurez (Lso) fue calculada
mediante el ajuste a la curva logistica (por minimizacién de los minimos cuadrados)
de la relacion entre la fraccion de hembras maduras como una funcién de la talla:
Y=[1+ e—(a+bX)]—1
donde Y es la fraccion de individuos maduros en el intervalo de talla X; ay b
son constantes del modelo. La proporcion a:b representa el tamafio en el cual el 50%

de los individuos estan maduros (Mollet et al., 2000; Oddone et al., 2005).
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4.5. Estimar el namero de origenes (zonas de desove y/o crianza) y su
contribucién relativa a cada unidad demografica identificada y zona

principal de captura

Identificacién de poblaciones natales

El algoritmo de agrupacion Bayesiana fue implementado para estimar
subdivision de la poblacion original (indeterminada) a través del software
STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard et al, 2000; Falush et al., 2003; 2007; Hubisz et al,
2009.). Para probar la estabilidad de los resultados, el nimero de poblaciones (K) se
estimo con 20 ensayos independientes de K = 1-10. La duracién del descartado se fijo
en 100.000 iteraciones, seguido por 100.000 repeticiones de la cadena de Markov-
Monte Carlo (MCMC), bajo el modelo de mezcla con frecuencias de alelos
correlacionados. El nimero 6ptimo de poblaciones fue estimado utilizando el método
Delta K (Evanno et al., 2005) implementado en la herramienta basada en la web
STRUCTURE HARVESTER v.0.6.94 (Earl & VonHoldt, 2012). El software “Cluster
Markov Packager Across K”, CLUMPAK (Kopelman et al., 2015) se utilizé para resumir
los resultados de la estructura poblacional y proporcionar una representacion grafica
en referencia a los individuos y las poblaciones a través un grafico de barras.

Para la exploracién de la estructura poblacional de la especie también se aplico
el andlisis discriminante de componentes principales (DAPC, Jombart et al., 2010)
incluido en la paquete ADEGENET v.1.4-2 para el software R (Jombart, 2008; 2014;

Jombart & Ahmed, 2011).
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5. RESULTADOS

5.1. Realizar una revision bibliogrdfica del estado del arte referente a la
identificacion de wunidades evolutivas y demogrdficas en peces

cartilaginosos.

5.1.1. Avances cientificos y tecnologicos en la determinacion genotipica de

peces cartilaginosos

Los estudios genéticos a través de técnicas moleculares son una herramienta
Unica para el estudio de tiburones, rayas y quimeras (peces cartilaginosos). Una gran
virtud de este tipo de enfoque es que requiere Unicamente una pequeia muestra de
tejido proveniente de animales vivos (o muertos) de cualquier edad, la que contiene
toda su informacion genémica nuclear (heredada desde ambos padres) y mitocondrial
(heredado por linea materna). Al comparar la variacion neutral o conservada en
determinadas regiones del genoma, es posible investigar las relaciones genéticas a
nivel individual (e.g., determinacion del genotipo parental, parentesco, estudios de
marcaje/recaptura) a través de la evaluacién de poblaciones (estructura y tamafo
poblacional, filopatria y adaptacién local), especies (definicion de especies e
identificacidon de especies cripticas), asi como de 6rdenes superiores para diferenciar
las relaciones evolutivas.

La aplicacién de técnicas genéticas se ha desarrollado radpidamente con el

aumento de acceso a nuevos andlisis, y a la urgente necesidad de abordar problemas
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de conservacidn y ordenamiento pesquero; como la determinacion de la estructura y
demografia poblacional de tiburones y rayas explotados comercialmente (FAO, 1999,
2000, 2005). El primer estudio genético en elasmobranquios se public6 hace 25 afios
(Smith, 1986), donde se utilizaron alozimas para investigar la diversidad genética en
dos especies de tiburones, Mustelus lenticulatus Phillips 1932 y Prionace glauca (L.
1758). La investigacion de alozimas ha dominado la literatura de peces cartilaginosos
durante mas de una década, y se ha utilizado para responder preguntas sobre
diversidad genética, estructura poblacional y filogenia (MacDonald, 1988; Lavery &
Shaklee, 1989; Heist et al, 1995; Gaida, 1997, Gardner & Ward, 1998, 2002). Con el
desarrollo de la reacciéon en cadena de la polimerasa -PCR- (Saiki et al., 1985), se
logré secuenciar regiones especificas del acido desoxirribonucleico (ADN). Los
primeros estudios de ADN en peces cartilaginosos examinaron regiones altamente
conservativas de los genes, los que fueron usados para analisis filogenéticos y
relaciones de origenes respecto a los vertebrados (Bernardi & Powers, 1992; Stock,
1992; Le et al., 1993). Otros estudios de regiones mas variables, han sido utilizados
para describir las relaciones filogenéticas dentro de los peces cartilaginosos hasta el
nivel de Orden (Lavery, 1992; Naylor et al., 1997; Douady et al., 2003; Corrigan et al,,
2008; Vélez-Zuazo & Argnarsson, 2011), aunque las relaciones de alto nivel entre los
miembros existentes de la subclase elasmobranquios siguen siendo objeto de debate
(Douady et al., 2003; Naylor et al., 2005).

Recientemente, se han descrito patrones filogeograficos regionales y
mundiales a través del uso de marcadores nucleares y mitocondriales (mtADN), lo que

ha ampliado la comprensién de los procesos histéricos y contemporaneos que han



-79-

generado los actuales patrones de distribucion en los peces cartilaginosos. El uso de
analisis genéticos a nivel poblacional ha permitido informar a administradores y
legisladores pesqueros sobre la escala adecuada para el manejo través de la
descripcion de la estructura del stock (Keeney et al., 2003; Ovenden et al.,, 2010).
Ademas, aplicaciones forenses que utilizan la identificacion del ADN a partir de aletas
de tiburén han permitido realizar un control mas preciso sobre el comercio
internacional (Shivji et al, 2002; Holmes et al, 2009). La aplicacién del PCR, ha
permitido avanzar hacia nuevas formas de estudiar el genoma, p.e, a través de
polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados, amplificacion aleatoria de
ADN polimoérfico (RAPD) y el analisis de microsatélites. Al centrarse en las regiones
altamente variables del genoma, se contempla una mayor capacidad de resolucién
para analizar la estructura del stock en una escala mas fina. Los microsatélites en
particular, se han utilizado para la identificaciéon individual y han abierto la
investigacion hacia la determinacion de areas de reproduccién, parentesco, relaciones
familiares, uso espacial y filopatria.

El uso de tecnologias modernas permite el desarrollo de nuevos marcadores y
una mayor produccidon de datos de secuenciacion a costos reducidos, lo que resulta en
un salto generacional desde el estudio de fragmentos de genes hacia estudios del
genoma por completo. Esta transiciéon también ha provocado un cambio de paradigma
de adaptacion neutral a variacién adaptativa. Muchas de las limitaciones de las
técnicas moleculares que se utilizan actualmente (e.g., asumir baja variacidon genética
y el desarrollo de microsatélites), seran probablemente superadas con estos avances

en la ciencia molecular.
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Identificacion de especies a través de marcadores genéticos

La identificacion precisa de especies de peces cartilaginosos, es la base
fundamental para abordar muchas preguntas ecoldgicas y evolutivas, y es el pilar para
cualquier actividad de manejo pesquero y conservaciéon. En 1973, un esquema fue
propuesto para la clasificacion de los elasmobranquios existentes, basado en extensos
estudios morfolégicos (Compagno, 1973). Los estudios genéticos se han apoyado
muchos de los grupos propuestos por Compagno (1973), pero también se ha
reposicionado un numero de linajes (Vélez-Zuazo & Argnarsson, 2011). Mientras que
la morfologia, es a menudo el enfoque mas rapido y econémico para la identificacion
de especies hay muchas circunstancias en las que las técnicas basadas en ADN pueden
ser particularmente utiles como distinguir las especies de tiburones de congéneres
similares morfolégicamente, p.e., dentro del género Carcharhinus o Dipturus, asi como
en la identificacion de especies cripticas o hibridas, especimenes inmaduros y partes

del cuerpo.

“ADN Barcoding” — E1 “ADN Barcoding” es una herramienta taxondémica que utiliza un
trozo estandar de la secuencia de ADN para identificar un organismo como
perteneciente a una especie en particular (Hebert et al, 2003). La secuencia de
nucleétidos para el marcador seleccionado se obtiene y se compara con una biblioteca
de secuencias de referencia. La precision del “ADN Barcoding” se basa totalmente en
la correcta identificacién taxondmica de las muestras utilizadas para generar una
biblioteca de referencia; y en el poder discriminante de los marcadores genéticos

empleados. El marcador del ADN utilizado frecuentemente para la identificacién de la
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especies de peces a través del “Barcoding”, es el Citocromo Oxidasa subunidad 1
(cox1), una region de 648 pares de bases del mtADN. Las bases de datos de referencia
se almacenan y administran a través de diferentes bases de datos globales en linea
(e.g., http://www.boldsystems.org). Ward et al. (2005) publicaron las secuencias cox1
de 143 especies de peces 0seos y 61 especies de tiburones y rayas en Australia,
aunque posteriormente ampliaron el nimero de especies de elasmobranquios a 210
(Ward et al., 2008). La aplicacion “Barcoding” al cox1 también se ha utilizado con éxito
para identificar muestras desconocidas a partir de desembarques de especies en
pesquerias multiespecificas, como en el caso de la pesqueria de tiburones en Australia
(Salini et al., 2007; Holmes et al, 2009), rayas en Alaska (Spies et al, 2006) y
elasmobranquios en Canada (Coulson et al., 2011).

Pero esta técnica no se encuentra limitada al gen cox1. Hoelzel (2001) diseii6
primers universales dirigidos a pequefias regiones (155 o 188 pb) del mtADN como el
Citocromo B (cytB) y los genes nicotinamida adenina dinucleétido (nadh) y
ubiquinona oxidorreductasa complejo II (nadh2). Blanco et al. (2008) logré
diferenciar 23 especies con una region mas larga de cytB (423 pb) con una técnica
denominada ‘Secuenciacion Forense de Nucledtidos Informativo (FINS, por sus siglas
en Ingles). Uno de los primeros trabajos en desarrollar marcadores moleculares para
mejorar el monitoreo especie-especifico en rayas fue publicado por Tinti et al. (2003).
Su enfoque fue diferenciar especies de rayas capturadas en el Océano Atlantico
nororiental y el Mar Mediterraneo, a través de la subunidad 16S del mtADN.

Rodrigues-Filho et al. (2009) también utilizo 16S ademas de la subunidad 12§, para
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identificar 11 especies de peces en 122 muestras de tejido recogidas en puestos de
venta en Brasil.

Para diferenciar entre especies de elasmobranquios, el andlisis de
secuenciacion directa es la técnica mas precisa pero también es la mas costosa que las
técnicas indirectas, tales como fragmentos de restriccion de longitud polimorfica
(RFLP). Martin et al. (1992), purific6 el mtADN de 16 especies de tiburones, y luego
usando RFLPs del genoma completo logro obtener diferencias a nivel de especie. Heist
& Gold (1999) propusieron un analisis conjunto PCR-RFLP de una seccién amplificada
a partir de un fragmento corto (396 pb) del mtADN, para ayudar en el desafio de
identificacion de especies a partir de tejido procesado en el control del comercio de
especies amenazadas. Hasta la fecha, este método ha sido utilizado con éxito ademas,
para diferenciar tiburones capturados en la costa Brasilefia (Mendonga et al., 2009).

Recientemente, los RFLPs han sido utilizados para la identificacién de especies.
Esta tecnologia tiene el poder de detectar multiples diferencias de nucledtidos que
estan ampliamente distribuidos en el genoma. Zenger et al. (2006) probaron 12 pares
de primers sobre 15 especies de tiburones divergentes dentro del Superorden
Galeomorphii, y encontré un gran niumero de locus polimdrficos y altos niveles de
diversidad alélica. Corrigan et al. (2008) realizaron un estudio a gran escala a nivel
poblacional utilizando mtADN y marcadores nucleares para los tiburones Orectolobus
halei Whitley 1940, Orectolobus ornatus (De Vis 1883) y Orectolobus maculatus
(Bonnaterre 1788). Aunque la técnica de AFLP tiene muchas aplicaciones potenciales,
no es comunmente empleada en el diagndstico de especies de elasmobranquios hasta

la fecha. La lenta absorciéon de esta técnica puede reflejar un problema potencial con la
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tecnologia, ya que se basa en las diferencias de tamafo de los fragmentos de ADN del
genoma nuclear que hace que sea dificil inferir variacidn de su secuencia.

El monitoreo genético y sistematico de la composicién de especies
morfolégicamente similares capturadas comercialmente, o de productos tales como
aletas de tiburdn, se hace factible gracias al uso de ensayos especie-especificos para la
detecciéon de las especies objetivo. Se han desarrollado herramientas para la
identificacién de tiburones utilizando reacciones de PCR multiple que incorporan
varios primers especie-especificos dirigidos al RNA nuclear transcrito de espaciador
interno 2 (rRNA ITS2) y cytB. Actualmente existen analisis disponibles para 28
especies, 21 de las cuales pueden ser identificadas en una unica reacciéon (Pank et al,
2001; Shivji et al., 2002; Chapman et al., 2003, 2009; Abercrombie, 2004; Nielsen et
al., 2004; Abercrombie et al, 2005; Clarke et al., 2006; Doukakis et al, 2011).
Recientemente se han desarrollado ensayos de PCR multiple para la identificacion de

tiburones en la region mtADN cox1 (Caballero et al., 2012).

Precauciones al utilizar ADN para la identificacion de especies — La integridad de las
metodologias de estudio del ADN depende del conocimiento de las limitaciones
especificas de cada taxén de la biblioteca de referencia. Los ensayos de primers
especie-especificos, congéneres y especies no objetivo deben ser probados como parte
del desarrollo de una investigacion. Los ensayos disefiados para una pesqueria (e.g.,
un conjunto de especies de tiburones) que se aplican en otra pesqueria diferente
pueden dar resultados inesperados debido a la presencia de especies ausentes de la

biblioteca de referencia original. En estas circunstancias, se debe realizar un segundo
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analisis sobre las muestras positivas para poder validarlas. Es probable que ocurra
una amplificacion cruzada para especies estrechamente relacionadas en géneros con
muchos congéneres estrechamente relacionados, tal como ocurre dentro del género
Carcharhinus (Clarke et al., 2006). Las técnicas basadas en ADN son muy potentes
cuando en conjunto, se contrastan con métodos taxonémicos tradicionales.

La hibridacion y las especies cripticas pueden complicar la identificacion. Se
han reportado hibridos para rayas de rio del género Potamotrygon (Toffoli et al.,
2008), aunque esto ain no ha sido validado utilizando marcadores del ADN. El primer
hibrido natural de tiburén fue identificado debido a la falta de coincidencia entre la
morfologia y las secuencias de mtADN diagnoésticas del género Carcharhinus (Morgan
et al.,, 2012). La evidencia de elasmobranquios hibridos destaca la necesidad de un
enfoque holistico para la identificacién de especies mediante la morfologia y la
genética, ya que los animales hibridos no pueden ser identificados solo a partir de
mtADN de herencia materna. Mas informaciéon acerca de los hibridos se puede
conseguir si los marcadores de mtADN se utilizaran en conjunto con marcadores de
ADN nuclear. Un factor adicional de confusion es que los genes de mtADN se
encuentran a veces en el genoma nuclear (Lopez et al., 1994), lo que puede interferir
en el uso de mtADN para la identificacién de especies. Hasta la fecha, no hay reportes
de este fendmeno en elasmobranquios dada la ubicuidad de ADN nuclear en una gama
de taxones (Hazkani-Covo et al., 2010). Se ha identificado un aumento del nimero de
especies de elasmobranquios genéticamente cripticos, e.g., el pez guitarra Rhinobatos
productus Ayres 1854 (Sandoval-Castillo et al, 2004), el tiburén martillo Sphyrna

lewini (Griffith & Smith 1834) (Abercrombie et al.,, 2005; Duncan et al.,, 2006; Quattro
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et al, 2006), la raya Rhinoptera steindachneri Evermann & Jenkins 1891 (Sandoval-
Castillo & Rocha-Olivares, 2011) y la raya aguila Aetobatus narinari (Euphrasen 1790)
(Richards et al., 2009; Schluessel et al, 2010). Este tipo de grupos cripticos parecen
ser particularmente mayor en especies pequefias demersales o bentopelagicas como
en especies pertenecientes a las familias Triakidae, Hemigaleidae y Scyliorihinidae
(Gardner & Ward, 1998, 2002, Yamaguchi et al., 2000; Lopez et al., 2006; White & Last,
2006). Uno de los géneros de tiburones mas numeroso, Mustelus, es también uno de
los grupos mas problematicos sistematicamente (Compagno, 1988). La especie
Mustelus spp en Australia ha sido intensamente estudiada en varios campos de
investigacion (genética, morfologia, evaluacion del stock demografico), y actualmente
hay cuatro especies descritas: Mustelus antarcticus Giinther 1870 (sur de Australia),
Mustelus ravidus (White & Last, 2006) (Australia occidental), Mustelus stevensi (White
& Last, 2008) (Australia occidental) y Mustelus walkeri (White & Last, 2008) (noreste
de Australia) (White & Last, 2006, 2008). Un tiburén del género Scoliodon fue
considerado previamente como monotipico pero los andlisis morfolégicos y de mtADN
ND2 demostro tres especies diferentes (White et al., 2010). Recientes investigaciones
en el Hemisferio Sur revelaron que existe diversidad criptica en los tiburones
Etmopterus granulosus (Giinther 1880) y Etmopterus baxteri Garrick 1957 (Straube et
al, 2011). Ademadas investigaciones morfolégicas y moleculares ha dado como
resultado la resurreccion del género Neotrygon para un grupo de rayas del Indo-
Pacifico que muestran una considerable diversidad genética dentro del mtADN (Last

& White, 2008, Ward et al., 2008; Last et al., 2010).
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La identificacion de tiburones desde capturas pesqueras a través del ADN
puede potencialmente mejorar identificaciones erréneas que surgen en terreno, y
superar aun mas las limitaciones de las entradas de bitacora categorizados que
obstaculicen las diferencias biologicas entre especies (Tillett et al, 2012a). Por
ejemplo, un Unico conjunto de mecanismos de gestion diferencial se emplea para un
grupo de tiburones del género Carcharhinus en la pesca costera en Queensland,
Australia; debido en parte a la falta de herramientas para la correcta identificacion de
especies (DEEDI, 2009). En la reunion de la Organizacién de las Naciones Unidas para
la alimentacién y la agricultura (FAO) en 1998, un grupo técnico que trabaja en
manejo y conservacion de tiburones destaco la necesidad de promover una mayor
precision a la hora de la identificacién de especies para asegurar un correcto
procedimiento estadistico a través de la educacion de los pescadores, cientificos y
legisladores (Anon, 1998). En Italia, se descubrié un mercado negro de subproductos
de tiburones mediante ‘ADN barcoding’ (Barbuto et al., 2010). Un estudio reciente
realizado por Rasmussen et al. (2011) describe avances en las técnicas basadas en
ADN para la deteccion de sustitucién de especies marinas en el mercado comercial. La
aplicacion de técnicas existentes en la recoleccion de tiburones, la vigilancia del
comercio, y el desarrollo de métodos especificos basados en el ADN se traducira en
una mejora de la informacién sobre la que los organismos de conservacién y manejo

pesquero pueden basar sus decisiones futuras.
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Filogeografia y estructura de poblaciones en elasmobranquios

Los estudios poblacionales en elasmobranquios pretenden inferir los procesos
histéricos y contemporaneos responsables de los patrones de diferenciacién genética
espacial e identificar las unidades de manejo pesquero y conservacion (Beheregaray,
2008; Ovenden et al, 2011). En los ultimos afios han habido importantes avances
analiticos y técnicos en estas areas en las ultimas tres décadas como la teoria de la
coalescencia, que combina la filogenética y la genética de poblaciones (Knowles, 2004;
Nielsen & Beaumont, 2009). Este nuevo método prueba las dos explicaciones de
similitud genética entre poblaciones, debido a semejanzas en la distribuciéon de un
ancestro comun reciente, o a la similitud debido al flujo de genes existentes (Nielsen et

al., 2004, 2009a; Nielsen & Beaumont, 2009; Garrick et al., 2010; Hey, 2010).

Estudios filogeogrdficos en elasmobranquios — En comparacion con otros peces e
inclusive vertebrados mayores, son pocos los estudios filogeograficos realizados en
peces cartilaginosos (Beheregaray, 2008). Sin embargo, existen trabajos para las
principales categorias de habitos (bentdnicos, pelagicos y bentopelagicos) y habitats
(costeras, oceanicas y batial) (Musick et al, 2004). La mayoria de los estudios
revisados aqui representan la primera aproximacion filogeografica, sin embargo,
algunas especies han sido re-examinadas por varios investigadores a través de
diferentes sistemas de marcadores, intensidades de muestreo o enfoques geograficos
lo que da una idea de los efectos del disefio experimental. Se ha estudiado
detalladamente a nivel regional la estructura genética poblacional para algunas

especies, con importantes implicaciones para el manejo pesquero.
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Barreras filogeogrdficos a nivel mundial y su influencia sobre los elasmobranquios —
Hay una serie de barreras biogeograficas tradicionalmente reconocidas, como la
barrera del Viejo Mundo, del Istmo de Panama, del Pacifico Oriental, del Atlantico
Medio, de Benguela, del Amazonas y de la plataforma de Sunda (Briggs, 1974, 1995).
Estas barreras afectan o han afectado previamente, la conectividad de las poblaciones
y por lo tanto influyen en los patrones filogeograficos. El grado en que los patrones
filogeograficos son concordantes en estas barreras es variable entre especies, lo que
se refleja en la vagilidad, habitos, condiciones ambientales deseadas y susceptibilidad
a las influencias naturales y antropogénicas en la conectividad de la cada poblacién.

El cierre del mar de Tetis c. 20 millones afios atras (M.a.A.) (Barrera del viejo
mundo, Ricou, 1987) y el paso de Panama c. 3 M.a.A. (= Istmo de Panama, Cronin &
Dowsett, 1996) fue importante en moldear la distribucion actual de muchas especies y
géneros, y linajes genealdgicos. Incluso las especies pelagicas con distribuciones
mundiales cominmente exhiben diferenciacion genética. Para las especies costeras, el
mtADN muestra particiones genéticas tipicas a nivel genealdgico a través de las
cuencas oceanicas (Duncan et al, 2006; Keeney & Heist, 2006) con el ejemplo
ocasional de fugas genéticas a través de estas barreras (Duncan et al., 2006; Portnoy et
al, 2010; Gubili et al.,, 2011).

La barrera del Pacifico Oriental es una vasta extension de océano de c. 7000
kildbmetros. Si se produce dispersion a través de la barrera se cree que ha sido
facilitado por ‘escalones’ a través de islas (Duncan et al, 2006). Esta barrera ha tenido

un espectro de efectos, que van entre la separacién completa en algunas especies
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costeras (Schultz et al, 2008), al aislamiento de una poblacion monofilética
(Jorgensen et al, 2009). En otros casos, no hay registros de efectos en especies
ocednicas y pelagicas (Duncan et al,, 2006; Keeney & Heist, 2006).

La barrera del Atlantico Medio es mucho mas corta en distancia que la barrera
del Pacifico Oriental. Algunas especies comparten haplotipos a través de esta barrera
(Ahonen et al, 2009; Portnoy et al, 2010; Benavides et al,, 2011a), mientras que otras
no (Keeney & Heist, 2006, Schultz et al., 2008; Benavides et al., 2011b), lo que indica
niveles contrastantes de conexidn reciente.

La barrera de Benguela restringe la mezcla de poblaciones del océano Atlantico
con especies tropicales del océano Indico, debido a la corriente fria corriendo por el
extremo sur de Africa (Briggs, 1995). Esto es evidente en especies que se distribuyen a
nivel mundial donde la genealogia estd trifurcada entre las muestras de la zona
tropical al oeste del Océano Atlantico, Africa del Sur y el Archipiélago Indo-Australiano
(Duncan et al, 2006). Algunas firmas de flujo genético histérico a través de la punta
sur de Africa estan vinculados con la intensificacién de la corriente de Aguijar durante
los periodos interglaciales calidos (Peeters et al, 2004). Por el contrario, esta
corriente no forma una barrera genética a las especies templadas, tales como el
tiburén cobrizo Carcharhinus brachyurus (Giinther 1870) (Benavides et al, 2011a), y
el cazén Galeorhinus galeus (L. 1758) (Chabot & Allen, 2009).

Evidencias del efecto de la barrera de la plataforma de Sunda, en el Océano
Indo-Pacifico, son escasas debido a que la conectividad entre los Océanos Pacifico e
Indico tropical ha cambiado con cada ciclo glacial (Voris, 2000). Para las especies

relativamente menos moviles, las aguas profundas de la fosa de Timor (2000-3000 m)



-90 -

y el fuerte de Indonesia a través del flujo de corriente a lo largo del estrecho de
Makassar-Lombok pueden facilitar las principales subdivisiones genéticas entre
Indonesia y Australia, en lugar de la vicarianza histérica por formaciones parciales de
puentes terrestres (Dudgeon et al, 2009; Ovenden et al, 2009). Algunas especies
previamente agrupados a través de esta division también han sido taxondmicamente
revisadas y delimitadas (White et al., 2005).

Los estudios realizados a través de la barrera del Amazonas utilizando
marcadores microsatélitales y mtADN, hasta ahora se caracterizan por presentar una
estructura débil o minima en los datos de microsatélites y una fuerte subdivision en el
mtADN (Schultz et al, 2008; Karl et al., 2011). Estos patrones se interpretan como una
firma de filopatria femenina y son apoyados por estudios de marcaje.
Alternativamente, el patrén puede ser explicado por el equilibrio mutaciéon/deriva en
un marcador (del mtADN), pero no del otro marcador (microsatélites), a través de una

relativamente reciente barrera vicariante.

Casos de estudios en Squaliformes — Este orden de tiburones, incluye un gran nimero
de especies de pequefio a mediano tamafio principalmente bentopelagicos y batiales
(Musick et al., 2004). Generalmente se considera dentro de un alto de diversidad no-
reconocida y una falta de conocimiento general sobre la estructura poblacional dentro
de las especies de este orden (Straube et al., 2011). Recientemente, algunos estudios
filogeograficos han empezado a entregar nueva informacion para ayudar a resolver las
incertezas taxonomicas y dispersiéon de estos tiburones. Estudios moleculares han

encontrado una fuerte divergencia genética en el tollo de cachos Squalus acanthias L.
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1758 en tres regiones diferentes del mtADN (region control, CO1 y ND2) y 8 loci de
microsatélites (Ward et al, 2007; Hauser, 2009; Verissimo et al., 2010), formando dos
linajes reciprocamente monofiléticos en el océano Pacifico norte y sur. El manejo
pesquero independiente de estos dos linajes ha sido recomendado, asi como su
revision taxondmica (Franks, 2006; Hauser, 2009; Ebert et al., 2010; Verissimo et al,,
2010). Straube et al. (2011), reviso la estructura genética poblacional en tollos de
profundidad (genero Etmopterus) usando loci de AFLP y cox1. Este estudio revelo que
p.e., Etmopterus granulosus no es endémico de Chile sino ampliamente distribuido en
el Hemisferio Sur y sinénimo de E. baxteri en Nueva Zelanda. Los bajos niveles de
diferenciacion poblacional sugieren que E. granulosus se mueve entre estos dos paises,
los que se encuentran separados por casi 7.000 km (Chile y Nueva Zelanda). A la
inversa, los especimenes previamente asignados como E. baxteri en Sudafrica parecen
representar una especie diferente la cual requiere estudios adicionales.

Por otro lado, en el caso del tollo portugués Centroscymnus coelolepis Barbosa
du Bocage & de Brito Capello 1864, no se han encontrado evidencias de estructura
genética poblacional (a nivel de la region control y 8 microsatélites) entre sitios de
muestreo a lo largo del sureste del océano Atlantico. El alto potencial de dispersion de
esta especie, asi como la ausencia de barreras dentro del sureste del Atlantico podrian
explicar la evidente ausencia de diferenciacion (Verissimo et al., 2011).

Tres especies de tiburones del genero Somniosus han sido estudiadas a nivel
del cytB, revelando dos clados divergentes: uno para el tiburones de Groenlandia
Somniosus microcephalus (Bloch & Schneider 1801) (en el estrecho de Cumberland e

[slandia) y otro consistente en dos especies, Somniosus pacificus Bigelow & Schroeder
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1944 (Taiwan y Alaska) y Somniosus antarcticus Whitley 1939 (Tasmania) (Murray et
al, 2008). Esta informacion no soporta la separacion entre S. antarcticus y S. pacificus
y resalta la incerteza taxondmica al interior de este género de tiburones (Benz et al,,
2007). Dos hipétesis se derivan de este trabajo y requeririan confirmacién futura: (a)
que S. antarcticus y S. pacificus son la misma especie o (b) que estas dos especies son

de origen reciente y no presentan divergencia en el cytB (Murray et al., 2008).

Casos de estudios en Lamniformes — Los Lamniformes varian entre especies pelagicas
y demersales con un complejo comportamiento y uso de habitat, incluyendo
movimientos migratorios. Como tal, se espera que en tiburones de este orden una
variedad de estructura poblacional las que se encuentran resumidas en algunos
ejemplos. En el caso del tiburén peregrino Cetorhinus maximus (Gunnerus 1765) no se
ha observado estructura genérica entre las diferentes cuencas oceanicas, con
Unicamente seis haplotipos del mtADN y baja diversidad genética, lo que sugiere ya
sea un evento de ‘cuello de botella’ reciente previo a la expansion al nivel actual
global, o un amplio rango de flujo genético mediado por las hembras (Hoelzel et al.,
2006). Para el marrajo de aleta corta Isurus oxyrinchus Rafinesque 1810, cuatro
marcadores de microsatélites indicaron una débil evidencia de particion genética
entre los océanos (Schrey & Heist, 2003). Estos autores sugieren la posibilidad de una
dispersion sesgada por sexo considerando resultados previos en genes del mtADN, lo
que sugiere una estructura poblacional entre el océano Atlantico Norte-Sur, y el

océano Pacifico (Heist et al., 1996).
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En el caso del tiburon blanco Carcharodon carcharias (L. 1758), una fuerte
estructura poblacional ha sido detectada en las diferentes cuencas oceanicas, por
ejemplo una profunda divergencia en haplotipos de la regién control entre el Indo-
Pacifico y Sudafrica-Atlantico (Pardini et al, 2001; Gubili et al., 2011). Pardini et al.
(2001) no encontr6 evidencia de subdivision genética usando cinco loci de
microsatélites y ha propuesto un comportamiento de filopatria natal en hembras para
explicar la discrepancia entre los dos sistemas de marcadores. Recientemente, una
estructura poblacional significativa fue detectada entre juveniles provenientes de las
costas este y sur de Australia a través de la regiéon control del mtADN y loci de
microsatélites, lo que sugiere la posibilidad de que el comportamiento reproductiva
podria restringir el flujo genético en ambos sexos (Blower et al., 2012). Para el tiburén
tigre arenero Carcharias taurus Rafinesque 1810, la regién control del mtADN, seis
microsatélites y marcadores AFLP revelaron una extensa diferenciacidon poblacional a
nivel global a través de seis regiones geograficas, con baja diversidad genética intra-
poblacional. Todas la comparaciones fueron significantes con la excepcién de Brasil y
el océano Atlantico sur (Ahonen et al., 2009). Esta profunda estructura filogeografica
inferida a través de multiples marcadores, podria ser tipica de especies demersales

con movimientos limitados o patrones migratorios fijos.

Casos de estudios en Batoideos — Con algunas excepciones (sobre todo en Mobula), las
rayas denominadas genéricamente como batoideos, tienden a tener estilos de vida
demersales que probablemente influyen en la estructuracién genética de la poblacién

a escala regional para muchas especies. Los estudios moleculares han revelado la
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necesidad de una revision taxonémica de muchas especies (e.g., Aetobatus narinari
Richards et al, 2009; Schluessel et al, 2010) y es probable que las futuras
investigaciones sobre subdivisién de la poblacién dara lugar a la descripcién de mas
especies. Estructura genética significativa en tres especies de peces sierra Pristis
microdon Latham 1794, Pristis clavata Garman 1906 y Pristis zijsron Bleeker 1852 en
el norte de Australia a través de la regidon control del mtADN (Phillips et al,, 2011).
Pristis microdon mostré mayores niveles de estructuracion genética que P. clavata y P.
zijsron, posiblemente debido a filopatria localizada de las hembras y el requerimiento
de agua dulce de la especie. Se evalué la filogeografia para Raja clavata L. 1758 en
aguas europeas usando cinco loci de microsatélites y secuencias de mtADN cytB
(Chevolot et al, 2006). Una fuerte diferenciacion regional entre la cuenca del
Mediterraneo, las Azores y de la plataforma continental europea. Esto contrasta con la
débil estructura poblacional encontrada para la raya Amblyraja radiata (Donovan
1808) que se muestrea con mtADN cytB en todo el Atlantico Norte (Chevolot et al,
2007). Aunque ambas especies tienen rasgos de historia de vida y distribuciones
similares, la batimetria del borde de la plataforma continental parece limitar la
dispersion de R. clavata. El estudio de Pasolini et al. (2011) revel6 que Raja straeleni
Poll 1951, en Africa del Sur y la europea R. clavata, son especies que se separaron
geograficamente recientemente, sobre la base de la agrupacién de los haplotipos de la
region control del mtADN y valores significativos AFLP F entre los dos taxones.

Nueve especies de rayas del genero Bathyraja han sido estudiadas en el Océano
Austral con mtADN (Smith et al., 2008). Bathyraja sp. (cf. eatonii) de la plataforma y

talud continental Antartica es una especie distinta de Bathyraja eatonii (Giinther
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1876) de la Meseta de Kerguelen (localidad tipo). Se observaron clados
intraespecificos significativamente divergentes que indican la diferenciacién
geografica tanto para B. sp. (cf. eatonii) y Bathyraja maccaini Springer 1971 entre el
mar de Ross y el Océano Atlantico Sur.

Una divergencia significativa fue detectada a través de PCR-RFLP basada en
haplotipos de la regiéon control del mtADN en R. productus (Sandoval-Castillo et al.,
2004) y para el gen nadh2 de R. steindachneri (Sandoval-Castillo & Rocha-Olivares,
2011), entre el Golfo de California y la costa del Pacifico de Baja California, México.
También se detectd estructuracidon poblacional entre el Golfo de California y la costa
del Pacifico para Gymnura marmorata (Cooper 1864) utilizando Cytb (Smith et al,
2009). Esta especie co-ocurre al este en el Océano Pacifico, con una especie
morfolégicamente similar Gymnura crebripunctata (Peters 1869) y la gran divergencia
genética confirmd el estado taxondmico valido de ambas especies lo que sugiere
origenes lejanos en lugar de la evolucién in situ (Sandoval-Castillo et al, 2004). En
cambio, el estudio de la raya Urobatis halleri (Cooper 1863), utilizando siete loci de
microsatélites (Plank et al., 2010) no apoyaron un aislamiento de poblaciones entre el
Golfo de California y la costa del Pacifico de Baja California. La poblacidn de U. halleri
muestreada en la isla Santa Catalina, California, separada por un canal de aguas
profundas de las zonas costeras, fue significativamente divergentes de las otras
poblaciones.

Los estudios moleculares han proporcionado evidencias de un complejo de
especies usando marcadores del mtADN como cytB y nadh4 (Richards et al, 2009;

Schluessel et al, 2010). Por ejemplo, Aetobatus narinari y A. ocellatus (Kuhl 1823) en
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el Indo-Pacifico. Dentro del complejo A. narinari, las poblaciones del Atlantico central,
el Pacifico oriental y del Océano Pacifico occidental estan formados por tres clados
distintos utilizando el mtADN (Richards et al., 2009). Schluessel et al. (2010) también
informé una estructuracion significativa de las poblaciones en el Océano Indo-Pacifico.
Estos estudios indican un origen Indo-oeste del Océano Pacifico para el complejo A.
narinari, con la consiguiente dispersién del oeste alrededor del extremo sur de Africa
en el Océano Atlantico, seguido por la posible dispersién en el Océano Pacifico oriental
a través del Istmo de Panama antes del cierre .

Griffiths et al. (2011) analizaron la raya Dipturus oxyrinchus (L. 1758) desde el
Océano Atlantico nororiental y el Mar Mediterraneo a través de la region control del
mtADN. Un andlisis bayesiano sugirié que ha ocurrido un poco flujo genético entre las
regiones y que poblaciones estan separadas 20 kbp. Los analisis complementados con
marcadores microsatélites, revelaron especies cripticas en la raya comun Dipturus
batis (L. 1758) en aguas del norte de Europa (Griffiths et al., 2010).

Las extinciones locales y la confusion taxon6mica es un problema muy
importante en rayas (Dulvy et al, 2000; Iglesias et al., 2009). Por lo tanto, los estudios
filogeograficos proporcionan informacion esencial de referencia acerca de la
estructura del stock, lo que es muy importante para un apropiado manejo pesquero y,
a menudo han dado la motivacion para la revisiéon taxonémica (e.g., el descubrimiento
y proposicidon de especies cripticas para la sinonimia). Cada vez mas estudios estan
incorporando multiples marcadores genéticos y estan utilizando enfoques basados en
modelos para inferir patrones espacio-temporales. La ventaja de estudiar especies con

multiples clases de marcadores moleculares es que la informacion sobre la historia de
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la poblacidn se puede obtener a lo largo del tiempo sobre la base de la diversidad
genética de cada marcador y la técnica molecular utilizada, que puede proporcionar

validacion esencial de patrones no cubierto.

Filopatria reproductiva en tiburones y rayas

La filopatria reproductiva desafia los conceptos tradicionales de la estructura
genética poblacional ya que pueden producirse diferencias genéticas entre las
regiones, en ausencia de barreras fisicas para el movimiento. La definicién exacta de
este comportamiento es un tema de debate, pero en este caso se conoce como el uso a
largo plazo de las zonas de crianza de hembras maduras para paricién a través de
multiples ciclos de reproduccién. La filopatria ha sido descrita recientemente para
tiburones, y enfatiza atin mas en la complejidad de los patrones de uso del habitat en
elasmobranquios (Feldheim et al., 2001; Pardini et al., 2001; Hueter et al., 2005).

Presiones selectivas asociadas con la estrategia reproductiva y el tamafio
corporal son factores que influyen en la filopatria reproductiva. En muchos tiburones,
los periodos de gestacion de las hembras (comunmente = 1 afio) consumen grandes
reservas de energia para producir unas pocas crias bien desarrolladas. Como tal, los
costos energéticos de la reproduccién son muy altos para las hembras en comparacion
con individuos machos. La aparicion de comportamiento filopatrico también esta
modelado por presiones selectivas ejercidas sobre las especies que parecen estar
asociados con estrategias reproductivas, tamafio corporal y la importancia global de

supervivencia de los juveniles de especies resilientes (Portnoy et al., 2006). Bajo este
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escenario, las hembras tienen mas probabilidades de volver a utilizar areas de crianza
que han sido exitosas (Wourms & Demski, 1993; Last & Stevens, 2009). El uso de las
zonas de crianza protege a las crias de sus congéneres mas grandes u otras especies
depredadoras (Feldheim et al.,, 2004; Knip et al., 2010; Bruce & Bradford., 2012; Tillet
et al, 2012b). Este comportamiento se ha identificado en tiburones como C. leucas, N.
brevirostris, C. plumbeus y C. tilstoni, que son especies viviparas costeras (Klimley,
1987), pero también es probable que ocurra en otras especies como C. carcharias
(Blower et al., 2012).

Los modelos de reproduccion aislados no predicen la aparicion de filopatria
reproductiva en peces cartilaginosos. A pesar de ser viviparos, no hay registros de
este comportamiento en R. taylori, que también habita en aguas costeras protegidas
(Simpfendorfer & Milward, 1993; Heupel et al, 2006). A diferencia de otros tiburones
mas grandes, R. taylori habita en estas areas a lo largo de todo su ciclo de vida lo que
sugiere que la filopatria reproductiva es mas probable en especies mas grandes que
tienen tamafio de segregacion y gastan mas energia aumentando la supervivencia de
juveniles mediante el uso de las zonas de crianza. Bajo esta hipotesis, es probable que
las especies que ponen huevos no presenten este tipo de filopatria. Tampoco se sabe
si las especies batoideos muestran filopatria reproductiva. En cuanto a los tiburones,
sin embargo, los viviparos grandes que utilizan zonas de crianzas en menores etapas
de la vida pueden presentar filopatria. Se necesita una mayor investigacion para
confirmar esto.

La designacion de una especie como filopatrica, requiere un gran esfuerzo de

investigacion, e.g., la monitorizacién prolongada durante varios afios de un gran
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numero de individuos. Para hacer frente a esto, la investigacion debe ser capaz de
discriminar los individuos y rastrear los patrones de movimiento durante largos
periodos de tiempo, lo cual es dificil cuando se ocupan métodos de marcado
convencionales. Herramientas genéticas (genotipos y seguimiento de los patrones de
variacién genética) son ventajosas para identificar filopatria e individuos porque
trazan el movimiento en el tiempo generacional que proporciona una gran cantidad de

datos a largo plazo (Chapman et al., 2009).

Evaluacién de la estructura genética poblacional para inferir filopatria — Uno de los
primeros estudios en utilizar la estructura genética poblacional para distinguir
filopatria se bas6 en el mtADN (herencia materna) y en la falta de microsatélites
(herencia conjunta) de diferenciaciéon para C. carcharias entre Sudafrica y Australia
(Pardini et al.,, 2001). En este estudio, la filopatria se define como no-itinerante (en
lugar de afinidad a las zonas de crianza) y concluye que el movimiento limitado de las
hembras genera la estructura genética de la poblacion entre Sudafrica y Australia.
Idealmente, los datos de marcadores genéticos podrian ir acompafiados de datos
bioldgicos para la prueba de filopatria o diferencias especificas del sexo en el potencial
de la dispersion. Si no, los datos genéticos necesitarian estricta interpretacion.

El mtADN es uUnicamente de herencia materna y no se somete a la
recombinacion como lo hace el ADN nuclear heredado bi-parenteralmente (Avise et
al, 1987). Esta diferencia en la herencia causa fijacion genética, debido a un
aislamiento reproductivo y ocurre mas rapido y permanece en el mtADN mas tiempo

que en los marcadores nucleares (Birky et al, 1983). Los niveles mas altos de
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diversidad genética se encuentran generalmente en los microsatélites y puede
resultar en menores valores relativos de Fsr (medida de la diferenciaciéon de la
poblacién) que en los marcadores de ADN mitocondrial (Hedrick, 1999; Frankham et
al., 2002). Por otra parte, diferentes loci de microsatélites tienen diferentes niveles de
polimorfismo dentro y entre especies, y se debe examinar un niumero considerable de
loci para mostrar la existencia de la estructura de la poblacién. Por lo tanto, la sola
presencia de estructuraciéon genética a través del mtADN y ausente de datos de
microsatélites no es suficiente para concluir filopatria en hembras. Mas bien, se
requieren analisis estadisticos que cuantifiquen la potencia de los loci seleccionados
para detectar la presencia de estructura poblacional (Dudgeon et al, 2009) o el uso de
andlisis de coalescencia multiples para la estimacidn del flujo genético para explicar la
causa de las diferencias observadas (Portnoy et al., 2010).

Evaluar la filopatria usando variaciones en la estructura genética poblacional
esta fuertemente influenciado por la estrategia de muestreo. Por ejemplo, si las
hembras permanecen en un darea durante un tiempo determinado y luego se
dispersan, la identificacion de la filopatria dependera de si las fases de filopatria o de
dispersion son muestreadas. Del mismo modo, las hembras filopatricas no poseen
necesariamente menores niveles de dispersiéon. Las hembras pueden volver a las
zonas de crianza a parir, aunque tal vez tengan que viajar grandes distancias para
encontrar una pareja adecuada o para alimentarse. Distinguir este comportamiento
genéticamente es complejo, y proporciona un ejemplo de que un enfoque holistico
(incluyendo otros métodos de marcado, tales como acustica o marcado por satélite)

podria complementar los andlisis genéticos. Por ejemplo, la firma filopatrica
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identificada en hembras de C. carcharias (Pardini et al., 2001) entr6 en conflicto con
los estudios de marcaje acustico y satelital ya que mostraban que las hembras de C.
carcharias se mueven entre localidades (Bonfil et al., 2005). En lugar de ver estos
resultados como contradictorios, los combinacién de resultados indican que el flujo
genético entre las regiones de estudio es limitado, ya que el nimero de migrantes es
insuficientes para mezclar la estructura genética de la poblaciéon, o a que los
individuos estan regresando a las areas claves y que la estructuraciéon genética
identificada se debi6 a que el muestro fue realizado mientras los individuos estaban
criando en lugar de dispersando.

Blower et al. (2012) comparo la estructura genética de la poblacién en el
mtADN y microsatélites mayormente en juveniles de C. carcharias, en las poblaciones
de Australia (costa este y sur-oeste). Este estudio, a diferencia de Pardini et al. (2001),
encontr6 una estructura débil pero significativa en los microsatélites que también fue
evidente en el mtADN. Llegaron a la conclusién de que ambos, tanto los machos como
las hembras reproductoras son filopatricos a escala continental; introduciendo un
nuevo componente en la discriminacién de filopatria, i.e., la escala. La designacion de
una especie como filopatrica requiere un conocimiento de la variacién del rango local
de distribucién con respecto a su potencial de dispersion. El desafio consiste en
distinguir entre especies que presentan filopatria versus un rango local limitado.

La filopatria reproductiva examina las afinidades a las areas de crianza por un
largo periodo, a diferencia del rango limitado de distribucién, y como se mencion6
anteriormente es mas probable que ocurra en las especies que utilizan estas areas

durante la fase juvenil. Conclusiones extraidas de Blower et al (2012) se
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correlacionan con los resultados de los seguimiento acusticos y por satélite, que
sugiere que los juveniles de C. carcharias tienen una gran fidelidad a las areas de
crianza, esto fue evidente en dos puntos muy concretos de la costa este australiana
(Bruce & Bradford, 2012). Las diferencias en las conclusiones con respecto a los
patrones de movimiento de los machos entre Pardini et al. (2001) y Blower et al.
(2012) podria estar relacionado con sus estrategias de muestreo. Tillett et al. (2012c)
realizo un estudio sobre juveniles de C. leucas para investigar el comportamiento
filopatrico, para esto empleo juveniles dentro de las areas de crianzas en habitats que
podrian ser conectadas con dispersion.

Este método de muestreo excluye lugares que podrian estar separados por
grandes distancias o eventos vicariantes. El estudio permite identificar estructuras en
el mtADN que estan ausentes en los analisis de microsatélites en los juveniles, lo que
indicaria filopatria reproductiva en hembras. Este hallazgo también fue encontrado en
C. leucas por Karl et al. (2011), basado en comparaciones de ADN mitocondrial y

microsatélites, a pesar de que el estudio no lo hizo directamente en zonas de crianza.

Tamario poblacional genéticamente efectivo

La estimacion del tamafio poblacional genéticamente efectivo (Ne) ha sido
caracteristico en el manejo de animales terrestres por varias décadas (Schwartz et al.,
2007), pero emerge del plano tedrico hacia la aplicaciéon en manejo comercial y de
conservacion en animales marinos. Como una forma de complementar los métodos de
evaluacion de stock convencionales, el monitoreo genético puede estimar el tamafo

poblacional efectivo (N.) para evaluar la abundancia y viabilidad de cualquier pez. Si
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consideramos que el tamafio de cualquier poblacién aislada disminuye, la tasa de
deriva genética aumenta junto con la tasa de endogamia, acumulaciéon de genes
detrimentales y perdida de variaciéon adaptativa (Frankham et al., 2010; Hare et al,
2011). Evaluar el Ne de una especie entrega una indicacion del tamafio de la poblacién
reproductora y la salud genética de la poblaciéon (Frankham, 1995; Portnoy et al,
2009), generando informacién invaluable como una herramienta de evaluacién de

stock para (Luikart et al., 1998; Reed & Frankham, 2003).

Las muchas caras de N - Tedricamente, Ne se define como el tamafio de una poblacién
ideal que estd experimentando una cantidad conocida de la deriva genética.
Practicamente, el tamafio genéticamente efectivo de una poblacién equivale ya sea a
una estimacion del namero de reproductores que producen la cohorte observada (Np)
o el tamafio de media armoénica de la poblacién reproductora en varias generaciones
(Ng). Esta interpretacion depende de la historia de vida de la especies y del método de
muestreo adoptado. Waples (1990a, b) mostré que para una especie semélpara como
el salmon del Pacifico Oncorhynchus spp, el Ne por generacion se aproxima el producto
de Ny y la duracion de la generacion cuando el tamaifio de la poblacion es constante.
Para especies iter6paras como los peces cartilaginosos, sin embargo, la relacién entre
Npy Ne todavia no ha sido establecida y requiere mas investigacién (Waples, 2010).

El tamafio de la poblacién historica o efectivo a largo plazo (denotada aqui
como HNg) equivale a la media armoénica del tamafio efectivo de la poblacién por
generacion sobre c. generaciones 4Nk en el pasado en el que el tamafio de la poblacién

es escalado por la tasa de mutaciéon genética (Hare et al.,, 2011). Estimaciones HNg
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tienen valor de proporcionar estimaciones aproximadas sobre la biomasa virginal
antes de la explotacion antrépica (Crandall et al., 1999; Hare et al., 2011) y ha sido
estimada para varias especies de elasmobranquios incluyendo R. typus (Castro et al.,
2007), S. lewini (Duncan et al., 2006), N. brevirostris, N. acutidens (Schultz et al., 2008),
C. maximus (Hoelzel et al., 2006) y C. leucas (Karl et al., 2011a). Las estimaciones HNFE,
sin embargo, carecen del rigor necesario para apoyar decisiones de manejo pesquero
debido a que: (1) la variaciéon asociada con la estimacién de la tasa de evolucion
molecular, (2) la conectividad de la poblacién desconoce en escalas de tiempo
anteriores, que tipicamente limitan la resolucion de HNg a una estimacion global
(Frankham et al, 2010; Portnoy, 2010) y (3) un sesgo metodolédgico que refleja un bajo
tamafio reproductiva a consecuencia de cuellos de botella poblacionales que puedan
haber ocurrido en la historia de la especie (Frankham et al., 2010; Portnoy, 2010).

De mayor interés para la administracion y conservacién pesquera, es el tamafio
efectivo de la poblaciéon contemporanea el o Ne de corto plazo (denotada aqui como
CNE). Este valor CNg indica si la salud genética actual de la poblacién es suficiente para
una adaptacion sostenida y se aproxima a la media del nimero reciente de individuos
reproductores (Lande, 1995; Reed & Frankham, 2003; Frankham et al., 2010). EI CNk
se calcula utilizando dos enfoques principales, que requiere muestras temporalmente
espaciadas desde una poblacién o muestras de un solo punto en el tiempo. Ambos
métodos proporcion informacion similar, pero tienen diferentes ventajas y
limitaciones (Luikart et al, 2010), particularmente cuando se aplica a los

elasmobranquios.
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Interpretacion y aplicaciones del Ng - El tamafio genéticamente efectivo de una
poblacion (Ng) puede dar una indicacion de la salud genética de una poblacién, que
luego puede ser evaluada a través de puntos de referencia que indiquen la urgencia de
conservacion y el tipo de estrategia de administraciéon requerida. La retencién de
largo plazo del potencial evolutivo en una poblacién ideal, requerird un Ng de al
menos 500 (Franklin, 1980; Frankham et al,, 2010), aunque otros estiman que al
menos 5,000 individuos reproductores pueden ser necesarios (Lande, 1995). Para
evitar la acumulaciéon de alelos deletéreos, se requiere un Ng> 1000 (Palstra &
Ruzzante, 2008; Frankham et al. 2010) y una depresién por endogamia puede
producirse si el Ne cae por debajo de 50 individuos (Franklin, 1980). El como estos
umbrales se traducen en las poblaciones de peces cartilaginosos atin no esta claros.
Chapman et al. (2011), encontraron que a pesar de 95 a 99% reducciéon de la
poblacién durante el siglo pasado, las bajas estimaciones de CNg cercanas a 250-350
individuos de P. pectinata, fueron acompafiados de estimaciones empiricas de alta
diversidad genética y endogamia insignificante. A través de escenarios se plante6 la
hipétesis de que (1) la longevidad de la especie (estimada en 30 a 60 afos) ha
ralentizado la deriva genética, (2) una excesivamente bajo Ne nunca fue alcanzado, o
(3) las caracteristicas generales de la historia de vida y comportamiento reproductivo
en los peces cartilaginosos, tiende a educir el efecto ‘cuellos de botella’ y la endogamia.
Estos hallazgos deberian estimular una mayor investigacion sobre la diversidad de
otros elasmobranquios amenazados y su sostenibilidad frente a la pesca

indiscriminada.
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Comprender la relacién entre N. y el tamafio estimado desde censos
demograficos (Nc) puede ser de caracter informativo para las decisiones de
administracién. Una revisién de la proporcion CNe:Nc en peces 6seos, encontré que, en
general CNe es de dos a seis 6rdenes de magnitud inferior al N¢c (Hauser & Carvalho,
2008), posiblemente debido a la alta fecundidad, pero baja supervivencia de estos
peces. En contraste, los datos disponibles para tiburones sugiere la proporciéon CNe:Nc
es mas similares a la de los mamiferos marinos y terrestres que a teledsteos.
Comparacion entre CNe y el tamafio censal de cohorte (N¢) para 902 individuos de C.
plumbeus desde cinco cohortes provenientes de las zonas de cria del Océano Atlantico
occidental mostré relaciones CNe:Nc cercanas al 0.5 (rango de 95%, CI = 0.2-1.0,
Portnoy et al., 2009). Las comparaciones de las estimaciones de la CNe de C. taurus
(media = 126.95% CI = 67-474, Ahonen & Stow, 2009) con estimaciones
poblacionales desde métodos de marcado/recaptura de adultos maduros (>2 m LT,
con promedio de nimero de individuos a través de diferentes métodos de estimacion
= 178.95% CI = 58-321, Otway & Burke, 2004) resulta en proporciones de magnitud
comparable. Estos resultados preliminares para tiburones son notablemente
diferentes de las de los teledsteos marinos e indican que una gran parte de la
poblacién (es decir 250%) esta contribuyendo muy probablemente al reclutamiento,
un hecho que aparentemente no es considerado en las estimaciones censales.

Estudios de simulacién muestran que ambos estimadores CNg temporales
pueden utilizarse para investigar tendencias de la poblacién con un muestreo
selectivo (Antao et al., 2011). Ademas, tendencias en la proporcién CN.:N¢ a través del

tiempo se han seguido investigando. Esta proporcién resulta ser constante cuando se
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compara entre dos periodos de tiempo para P. auratus (Hauser et al., 2002). Ardren &
Kapuscinski (2003), encontraron un aumento en la proporciéon CNe:Nc durante un
periodo de 17 afios para la trucha arco iris Oncorhynchus mykiss (Walbaum 1792) en
respuesta a la disminuciéon de tamafio de la poblacién, a pesar de que CN. fue
constante durante este tiempo. La tasa entre CNe:Nc puede, sin embargo, ser mas
predecible en especies con baja fecundidad y baja variacion en el éxito reproductivo,
como los elasmobranquios, que en especies con alta varianza en el éxito reproductivo
(Luikart et al., 2010). Estas caracteristicas de historia de vida, comunes en los peces
cartilaginosos hacen de este grupo atractivo para los mas la exploracion de la relacion
entre CNe y Nc, proporcionando un terreno fértil para la colaboracion entre los

administradores de recursos y genetistas.

Consideraciones generales sobre el Ng - El poder proporcionar estimaciones
significativas CNg a administradores pesqueros requiere regimenes de muestreo
cuidadosos y marcadores de seleccion adaptados a la especie y la poblacién objetivo.
El poder de las estimaciones es influenciada positivamente por los tamafios de
muestra, numero de loci y alelos, y el nimero de generaciones entre cohortes. Otros
factores como la hip6tesis del modelo CNFE, historia de vida y la migracién poblacional,
deben tenerse en cuenta ya que pueden afectar significativamente la magnitud e
interpretacién de CNg. El andlisis de datos de CNg puede ser un reto computacional
pero una variedad de paquetes de software se han desarrollado para simplificar
implementacion de los andlisis disponibles (los que han sido revisados por Luikart et

al., 2010).
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El régimen de muestreo esta claramente dictado por la elecciéon de cualquiera
de los métodos temporales cohorte-dependientes o del enfoque de muestra-
individual. El tamafio poblacional previsto define el nimero de individuos necesarios
para una estimacion precisa. En el caso de poblaciones pequefias (CNg <200) se
pueden requerir tan sélo 50 muestras Unicas, aunque mas son siempre preferibles
(Waples & Do, 2010). Poblaciones mas grandes (CNg = 1000) requieren muchas mas
muestras para alcanzar niveles similares de exactitud y precisién, y el bajo muestreo
de una gran poblacién tendera a generar limites confianza imprecisos (Waples, 1989;
Palstra & Ruzzante, 2008; Waples & Do, 2010).

Una revision cuidadosa es esencial al momento de elegir los marcadores
genéticos. La seleccion adecuada de marcadores a priori requiere un andlisis
preliminar de sensibilidad (es decir, de un estudio piloto) para estimar el nimero de
muestras y los marcadores necesarios para estimaciones precisas. Una indicacion de
la diversidad alélica de la poblacién para cada marcador es preferible aunque el
numero de muestras y los loci correspondientes se puede inferir a partir de la
simulacién estudios (Waples & Do, 2010), aunque con menor precision. En general,
>10 loci no vinculados y altamente polimorficos son deseables (Palstra & Ruzzante,
2008; Luikart et al., 2010; Waples & Do, 2010). Recientes avances en la identificacion
rapida de un gran nimero de loci y alelos, sin embargo, deben traer estimaciones CNg
viables de incluso grandes poblaciones dentro del alcance de administradores en un
futuro cercano (Waples & Do, 2010).

Las estimaciones de N. son sensibles a los supuestos de su constructo

subyacente, la idealizada poblacién Wright-Fisher (Wright, 1931). En particular, las
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generaciones superpuestas y la migracion pueden dar lugar a estimaciones sesgadas
Ne en peces cartilaginosos. Algunas formulaciones de estimacion temporal de Ne
tienen la capacidad de identificar generaciones sobrepuestas (Jorde & Ryman, 1995;
Waples & Yokota, 2007), y algunos casos niveles de migracion (Wang & Whitlock,
2003; Waples, 2010; Waples & England, 2011). Los analisis de la estructura genética
poblacional deben sin embargo, ser cuantificados para evaluar la migraciéon como una
potencial fuente de sesgo. El efecto de la superposiciéon de generaciones, como se
encuentra en los elasmobranquios, es en gran parte no probado para estimadores de
tiempo de un solo punto (Waples & Do, 2010) con algunas excepciones (Wang et al.,
2010). Otros procesos que contravengan la poblacién Wright-Fisher, tales como la
seleccion, tamafio variable o fluctuante de la poblacidén, la proporciéon desigual de
sexo0s y apareamiento no-aleatorio, tienen menor efecto significativo en la estimacion
Ne pero debe ser considerados para cada especie de estudio en particular (Palstra &
Ruzzante, 2008; Charlesworth, 2009; Luikart et al., 2010; Hare et al., 2011).

La comparacion de diferentes estimadores Ne puede ser informativo y, en
particular, la concordancia entre los estimadores aumenta la confianza en los
resultados (Miller & Waits, 2003; Nomura, 2008; Waples & Do, 2010). Por ejemplo,
resultados de magnitud parecida al CNe
en C. plumbeus fueron encontrados con ambos métodos temporales y LD (Portnoy et
al, 2009). Por el contrario, valores CN. altamente discordantes pueden indicar un
sesgo en el enfoque del modelo (por ejemplo LD se producen por medios distintos de

reduccion en la poblacién) o efectos ecolégicos o biolégicos inusuales (Hauser &
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Carvalho, 2008; Luikart et al., 2010), lo que requiere una mayor investigacion e
interpretacién con precaucion.

Los estimadores de Ne proporcionan una ventana de las caracteristicas de
historia de vida y de la dindmica poblacional que a menudo son muy dificiles de
estimar en peces, pero que representa informacion esencial para su conservacion y
aprovechamiento sostenible. El potencial de N ha sido reconocido gradualmente por
administradores y sus resultados estan siendo recientemente incorporados en sus

planes estratégicos.
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Tecnologias recientes, tendencias e implicaciones

El enfoque de la genética para estudios en elasmobranquios a la fecha, ha sido a
través de los métodos establecidos. Los estudios que aplican tecnologias genéticas
para evaluar el estado del arte son aun escasas, aunque esto, sin duda, proporciona
una mejor resolucion genética para hacer frente a los desafios conocidos (por ejemplo,
identificacion forense de las especies, andlisis de captura mixta, analisis de la
poblacioén a fina escala, y prioridades para el manejo y conservacion; FAO, 1999, 2000,
2005).

Esta seccion de la revision expondra caracteristicas claves, usos actuales y el
futuro potencial de la secuenciaciéon de proxima generacion (NGS), (q) PCR
cuantitativo en tiempo real y tecnologias de micromatrices para entender, administrar

y proteger mejor los elasmobranquios.

Principales caracteristicas y uso actual de NGS, qPCR y micromatrices —La
secuenciacion de Sanger o de “terminaciones en cadena” (Sanger et al., 1977a, b) ha
sido el principal método de secuenciacion de ADN por mas de dos décadas de
investigacion genética, entregando una revolucionaria oportunidad de descifrar
genomas enteros (Fleischmann et al, 1995; Venter et al, 2001). En el 2005, se
introdujo una nueva generacion de tecnologias de secuenciacién, conocido como NGS,
(Margulies et al, 2005; Shendure et al, 2005). Esta tecnologia (NGS), permite la
reduccion volumétrica de millones de reacciones de secuenciaciéon con un costo
econdmico cada vez menor, lo que permite un cambio en el enfoque de la genética

desde gen al genoma (gendémica), incluso para pequeios laboratorios e investigadores
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privados (Schuster, 2008). Varias plataformas que utilizan diferentes tipos de
tecnologias NGS estan comercialmente establecidos, y varias revisiones proporcionan
detalles sobre sus capacidades y funcionamiento (Mardis, 2008, 2011; Shendure & Ji,
2008; Metzker, 2010). Los resultados comparativos, ventajas y desventajas de
diferentes plataformas comerciales de NGS para aplicaciones orientadas a ecologia y
poblaciones también han sido revisados (Hudson, 2008; Harismendy et al, 2009;
Ekblom & Galindo, 2010). Algunos problemas generales asociados a NGS que se han
mencionado son: altas tasas de error de secuenciacidn, longitudes de lectura cortas y
el esfuerzo en el andlisis y el manejo de mega o giga-bases del cédigo genético.
Mientras el analisis y el manejo de datos pueden significar desafios a largo plazo,
ninguna de estas preocupaciones obstaculiza la integracién generalizada de las
tecnologias NGS en diversas areas cientificas a corto plazo (Shendure & Ji, 2008;
Ekblom & Galindo, 2010; Hawkins et al., 2010). Estan surgiendo los primeros estudios
que emplean NGS para investigar los elasmobranquios, por ejemplo, para identificar y
caracterizar secuencias expresadas y microsatélites (Chabot & Nigenda, 2011; Takechi
etal, 2011; Chabot, 2012).

Las tecnologias de micromatrices y qPCR en tiempo real (Schena et al, 1995;
Heid et al., 1996) son otras dos tecnologias moleculares altamente influyentes que se
publicaron hace mas de una década, pero que sin embargo no han sido utilizados para
elasmobranquios. Un ensayo qPCR puede medir el nimero de copias amplificados
basado en los niveles de fluorescencia durante cada ciclo de un PCR sin la necesidad
de ninguna mediciéon posterior (Arya et al, 2005). En combinaciéon con la

transcripcion inversa, esto representa una técnica revolucionaria para perfiles de
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expresion génica (VanGuilder et al, 2008). Se ha aplicado en varios estudios de
elasmobranquios, principalmente porque este grupo cuenta con especies modelo para
la investigacion biomédica (Luer, 1989). En algunas de las especies modelo primarios,
como el Raja eglanteria Bosc 1800, el qPCR basado en perfiles de expresion génica se
remonta hace mas de una década (Miracle et al., 2001). Un ejemplo mas reciente es el
estudio realizado por Rytkénen et al. (2010), que utilizo qPCR en Hemiscyllium
ocellatum (Bonnaterre 1788) para examinar la idoneidad de nueve genes de
referencia para el estudio de estrés hipoxico. La reciente combinaciéon de qPCR con
analisis de fusion amplicon (Gundry et al, 2003) ha expandido la utilidad de esta
técnica para incluir diagnosticos rapidos basados en analisis de alta resoluciéon de
masa (HRM) capaz de detectar SNPs y otras mutaciones genéticas (Reed et al., 2007).
Morgan et al. (2011) fue el primero en aplicar este método a los elasmobranquios, a
fin de distinguir entre las tres especies de carcharinidos morfolégicamente cripticos,
que son objetivo comun en la pesca a lo largo de la costa norte de Australia.

Analisis de micromatrices, es un término usado para describir varios sistemas
y dispositivos para alta hibridacion paralela de ADN o RNA, cuyo uso principal es
similar a la qPCR, es decir, para supervisar la expresion génica o para la deteccion de
SNPs. El potencial de las tecnologias de micromatrices es, sin embargo, mucho mayor
(Heller, 2002; Hoheisel, 2006). Incluso si la eficiencia de micromatrices para la
cuantificacion del RNA es limitada en comparacion con qPCR (Morey et al, 2006), ha
aumentado en gran medida la capacidad de multiplexacidn, que cubre de decenas a
millones de sitios de prueba en una plataforma de medicién tan pequefia como 1 cm?2

(de ahi su sinénimo: chips de ADN). Yoon et al. (2009) proporciona un ejemplo de una
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micromatriz de oligonucleétidos disefiados para la identificacion de seis especies de
rayas pelagicas, cinco especies de rayas bentdnicas y una especie de tibur6n en aguas

Coreanas sobre la base de las diferencias en su secuencia del gen cox1 en el mtADN.

Transicién tecnoldgica hacia la genémica de elasmobranquios — Son numerosas las
implica-ciones de nuevas tecnologias para los estudios ecoldgicos y evolutivos
moleculares y estan mas alla del alcance de esta revisiéon (Hauser & Seeb, 2008; Tautz
et al., 2010). El efecto global en areas cientificas es una transicién desde informacion
genética a la genomica. Hasta el momento la informacién gendémica de
elasmobranquios es limitada. Los primeros genomas mitocondriales completos de
elasmobranquios fueron publicados hace mas de una década, para Scyliorhinus
canicula (L. 1758) (Delarbre et al., 1998) y M. manazo (Cao et al., 1998). Venkatesh et
al. (2007), analizaron una parte significativa (28%) del genoma del holocéfalo
Callorhinchus milii Bory de Saint-Vincent 1823, y result6 ser una referencia
fundamental para el andlisis comparativo. A diferencia de los genomas de los
teleosteos, el genoma de Callorhinchus milii no se duplica, haciéndolo similar en 3200
Mb del genoma humano (Venkatesh et al., 2005). C. mili se propuso inicialmente como
el primer pez cartilaginoso, modelo de genoma principalmente debido a su pequeio
tamafio (1200 Mb) en comparaciéon con los genomas de algunas especies populares de
elasmobranquios modelos, como G. cirratum y S. acanthias, que oscilan entre 3800 y
7200 Mb (Venkatesh et al, 2007). Genomas de otros elasmobranquios varian de
tamafio, pero en general son superiores a las de otros vertebrados como teledsteos

(Stingo & Rocco, 2001; Gregory, 2011). Dentro de los elasmobranquios, el tamafo del
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genoma no parece estar relacionado con la posicidon filogenética, mientras que
numerosos pequefios cromosomas (llamados micro-cromosomas) y altos contenido
de AT puede indicar una condicién mas primitiva (Heist, 2004). La secuenciacién de
los primeros genomas nucleares completos proporcionara nuevas perspectivas y una
mayor disponibilidad de NGS se acelerara rapidamente. Ya se han iniciado al menos
tres proyectos de secuenciacion de todo el genoma en elasmobranquios, para Raja
erinacea (Mitchill 1825), S. acanthias y R. typus. A continuacién, se describen tres
posibles avances metodoldgicos que serdn parte de una transiciéon gradual hacia la
investigacion gendémica en elasmobranquios con un enfoque en manejo y
conservacion. Varias revisiones sobre gendomica ofrecen una perspectiva mas
completa sobre estos temas (Luikart et al., 2003; Nielsen et al., 2009b; Allendorf et al.,

2010; Avise, 2010; Ouborg et al,, 2010; Stapley et al, 2010).

Desarrollo efectivo de marcadores especificos — Las secuencias de ADN vy
microsatélites son actualmente, los marcadores mas ampliamente utilizados en
estudios en elasmobranquios. Los microsatélites son el principal caballo de batalla
para el analisis de alta resolucion de la variacion genética neutral en varias especies
de peces (Chistiakov et al.,, 2006), aunque en muchas especies de elasmobranquios
sigue siendo dificil su identificacién y desarrollo (Heist, 2004). Tecnologias NGS
pueden ayudar a hacer frente a este desafio al permitir la identificacion de cientos de
miles de loci microsatélites a través de los genomas de taxones no modelo. Menos de
una placa picotituladora llena, usando dominante Roche 454 (www.454.com) puede

ser suficiente (Castoe et al., 2010); especialmente si las bibliotecas de microsatélites
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estdn preparadas para esperar resultados 6ptimos (Santana et al., 2009, Lepais &
Bacles, 2011). Por lo tanto, los enfoques NGS no so6lo seran importantes para reducir
los costos y el esfuerzo de adquirir grandes bibliotecas, sino que también
proporcionara muchos mas loci y asi se logra un aumento sustancial en la potencia y
precision de los estudios basados en microsatélites ahora y a futuro. Con respecto a la
identificacion de las unidades de manejo y conservacion, el aumento del nimero de
marcadores de microsatélites proporcionardn una mayor confianza en la
diferenciacién entre nula, o débil pero consistente, divergencia genética. En
situaciones de alto flujo genético, o donde el equilibrio migracién- dispersién ain no
estd establecido, es posible que incluso un gran nimero de loci de microsatélites
altamente polimorficos no identificaran diferenciaciéon genética neutra, mientras que
diferenciacién genética adaptativa puede estar presente (Hemmer-Hansen et al,

2007; Nielsen et al., 20094, c).

Integraciéon de la variaciéon genética adaptativa — Un aspecto importante de la
transicion de la informacion genética a la gendmica es un cambio de paradigma hacia
el estudio de la variacion genética adaptativa (Stapley et al, 2010). Tendran
importantes ventajas incluir marcadores de baja seleccion en futuros estudios de
elasmobranquios, por ejemplo, para identificar y priorizar las unidades locales
adaptadas de especies con propdsitos de manejo y conservacion, y para el estudio de
las implicaciones micro-evolutivas de las presiones naturales y antropogénicas, tales
como cambios ambientales y explotaciéon pesquera (Allendorf et al., 2008, Nielsen et

al., 2009b; Stapley et al., 2010). Nielsen et al. (2009b) proporciona referencias y
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detalles para abordar la adaptacion genética en peces. Los dos enfoques generales
son: (1) el uso de datos de referencia existentes para la identificacion de genes
candidatos, o (2) escanear los genomas inexploradas de sefiales de seleccién
utilizando NGS (Allendorf et al., 2008). El estudio de la variacién adaptativa permite
inferir diferencias de poblaciéon microgeograficas en una escala de tiempo ecologica.
Una desventaja probable de estudiar la radiacion adaptativa en los elasmobranquios
es que la ultima manifestacién de adaptaciéon evolutiva generalmente implica
experimentos para proporcionar evidencias de la relacién entre la variacién genética
y la aptitud de los individuos residentes versus no residentes (Nielsen et al., 2009b).
Esto sera particularmente dificil para especies de peces cartilaginosos grandes y
moviles, pero puede ser posible utilizando juveniles o pequenas especies demersales
con la colaboracién de acuarios publicos. Las dreas emergentes del mapeo genético o
genomico (Manel et al, 2003; Hansen & Hemmer-Hansen, 2007; Selkoe et al., 2008;
Schwartz et al., 2009; Segelbacher et al., 2010) permiten una valiosa adaptacién local
mediante el estudio de la genética de poblaciones en relacion con gradientes

ambientales naturales (Hemmer-Hansen et al., 2007; Nielsen et al.,, 20093, c).

Integracion de SNP - Los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP por sus siglas en
ingles), se han convertido en marcadores rutinarios a través de varios campos de la
genética animal (Vignal et al,, 2002; Morin et al., 2004). A la fecha, existen argumentos
convincentes para usar SNP para estudios poblacionales en peces cartilaginosos
aunque ninguno estudio ha sido publicado. Por una parte, los SNP son la forma mas

comun de variaciéon genética en la mayoria de los genomas, incluyendo regiones
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codificantes y no-codificantes, lo que permite examinar la variacion genética neutral y
adaptativa a través de una sola clase de marcador. Ademas, la mayoria de los SNP son
bialélicos y por lo tanto, adecuados para el genotipado de alto rendimiento. De igual
forma, su modelo de mutaciéon simple hace a los SNP facilmente detectables, de
interpretar y de comparar entre especies y laboratorios. En contraste, la mutacién
compleja de los microsatélites son mucho mas dificiles de detectar e identificar (Li et
al., 2002; Morin et al., 2004), pero pueden contener un alto nimero de alelos por locus
y por lo tanto, son individualmente mas poderosos para examinar la variacién
genética neutral. La utilizacién de una seleccion especifica o un conjunto de SNP (Liu
et al, 2005), sin embargo, ofrece una alternativa mas atractiva para la gestion y
conservacion de la investigacion orientada a poblaciones naturales (Morin et al,
2004); la que puede ser también aplicable métodos no-invasivos para la coleccion de
muestras u obtencién de ADN histoérico de especies amenazadas o extintas (Morin &
McCarthy, 2007). Los esquemas para el descubrimiento y seleccion de SNP deben
estar bien preparados y la informacion resultante, debe ser corregidas a fin de evitar
el sesgos metodoldgicos (Rosenblum & Novembre, 2007). Garvin et al. (2010), han
realizado una revisidon técnica mientras que Seeb et al. (2011), dedican un nimero

especial para el desarrollo de marcadores de SNP.

La integracion de genotipado de alto rendimiento — El genotipado es un aspecto
importante de varios tipos de aplicaciones moleculares, incluyendo pero no limitando
la asignacién de las muestras a nivel de especies, poblaciones o individuos.

Tecnologias de micromatriz y qPCR son herramientas muy eficaces para la
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determinacion del genotipo, aunque hay varios factores que influyen en su efectividad.
La genotipificacion basados en la hibridacidon es generalmente mas eficaz para los
SNPs que para los microsatélites, incluso si los chips electrénicos se ofrecen como
alternativa (Radtkey et al., 2000). Si SNP son preferidos debido en parte a la gama de
oportunidades de genotipado, la eleccién de una técnica apropiada, dispositivo o
plataforma dependera de la escala y el disefio del estudio, es decir, los numeros
relativos de SNPs, las especies y las muestras (Ragoussis, 2009; Allendorf et al., 2008;
Garvin et al., 2010). Por ejemplo, Morgan et al. (2011) realiza un ensayo de qPCR
basadas en mtADN y SNPs entre tres especies de carcharinidos morfolégicamente
cripticos, que era al menos dos veces mas rdpido y un 75% mas barato que la
secuenciacion del ADN. Yoon et al. (2009) eligi6 una micromatriz de chip de
oligonucleotidos para el mismo propoésito, demostrando un aumento de la capacidad
de esta técnica (> 10 especies). Tecnologias de genotipado de alto rendimiento
pueden llegar a ser una herramienta muy importante para el manejo y conservacion
de elasmobranquios. Conocidos ensayos de diagnéstico utilizando primers especie-
especificos y reacciones de PCR multiplexado para los elasmobranquios (Pank et al,
2001; Chapman et al., 2003; Abercrombie et al., 2005. Magnussen et al., 2007) pueden
ser expandidos para cubrir = 30 sondas especificas de especie en un solo chip de
oligonucleotidos (Kochzius et al., 2010), no sélo para la monitoreo de comercio sino
también para monitoreo pesquero, captura y analisis mixto de poblaciones. El
proyecto FishPopTrace (http://fishpoptrace.jrc.ec.europa.eu/) es un buen ejemplo de
aletas de peces (Stokstad, 2010). Se hace necesaria la expansion de esta tecnologia en

los elasmobranquios.
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5.1.2. Avances cientificos y tecnoldgicos en la determinacion demografica de

peces cartilaginosos

El concepto de stock es fundamental en la practica de la ciencia pesquera ya
que constituye la unidad basica sobre la que se desarrollan los estudios de dinamica
de poblaciones de organismos acuaticos explotados comercialmente y sobre la que se
aplican las politicas de gestiéon pesquera. Se han distinguido variados conceptos de
stock, siendo los dos mas conocidos el stock “genético” y el stock “fenotipico”. El stock
“genético”, es aquel que esta formado por miembros de una especie que se aparean
aleatoriamente y cuya integridad genética persiste si permanecen aislados como
grupo, al menos durante el apareamiento, tanto espacial como temporalmente y el
stock “fenotipico”, que se definen como grupos intra-especificos que difieren en la
expresion de ciertos caracteres debido a efectos medio ambientales o genéticos.

Una de las definiciones mas aceptadas es la propuesta por lhssen et al. (1981)
en la que un stock es un grupo intra-especifico de individuos que se aparean de forma
aleatoria y mantienen una integridad espacial o temporal. En algunas ocasiones los
stocks aislados pueden re-asociarse después del aislamiento, por ejemplo tras la
eliminaciéon de una barrera fisica que hubiese representado un impedimento para la
migracion. Asi se formarian stocks con limites disjuntos genéticamente pero ahora sin
barreras al flujo génico o para que se de una aparente diferenciacion morfoléogica
(Grant et al, 1999). En ausencia de otras fuerzas evolutivas el flujo génico llevara
como consecuencia la homogeneidad genética o panmixia. Sin embargo, la existencia

de la deriva genética también puede causar la diferenciacion genética de
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subpoblaciones aisladas. Es decir, desde un punto de vista genético la diferenciacion
entre stocks sera la consecuencia del balance entre los efectos homogeneizadores del
flujo génico y los efectos diferenciadores de la deriva genética (Allendorf & Luikart,
2007). En realidad el concepto de stock ha seguido un camino paralelo al desarrollo
del concepto de “poblacidn”, con la excepcion de que el stock normalmente se refiere a
componentes de una especie que es explotada comercialmente mediante la actividad
pesquera (Shaklee & Currens, 2003).

La poblacién o el stock tiene una serie de caracteristicas estadisticas y/o
variables de estado que resultan de la suma de cada uno de sus individuos, las cuales,
por los tanto, no pueden ser aplicadas a nivel individual. Estas caracteristicas de grupo
son: la densidad, la tasa de nacimiento, la mortalidad, la inmigracién y emigracion, la
estructura poblacional (edades, tallas, composicion genética, etc.) y la distribucion de
los individuos en el espacio (Krebs, 1994). Una poblacion también puede ser definida
como un grupo de individuos con una alta probabilidad de apareamiento entre ellos
comparada con la probabilidad de apareamiento con un miembro de alguna otra
poblacion (Pianka, 2000). La poblacion se define como un grupo de individuos de la
misma especie que viven juntos en un area de suficiente tamafio como para permitir la
dispersion normal y/o el comportamiento migratorio y en la cual los cambios
numéricos estdn determinados en su mayor parte por los procesos de nacimiento y
muerte.

De acuerdo con esta definicion los grupos de organismos que viven en areas
mas pequeinas son subpoblaciones y aquellos que ocupan areas mas grandes podrian

ser considerados como metapoblaciones. Es decir, la metapoblacién es la combinacién



-122-

de todos los grupos locales de poblacién, que ademas estan separados unos de otros y
que tiene un movimiento limitado entre ellos (McCallum, 2000).

La identificacién de los stocks o de los limites geograficos dentro de los cuales
se reproducen los adultos y se desarrolla el correspondiente ciclo biolégico desde el
huevo hasta el adulto, es crucial para una gestion efectiva de los recursos pesqueros
(Mustafa, 1999). De hecho, el principal propdsito de la identificacion de stocks es
proporcionar informacién para disefar estrategias de gestiébn que prevengan el
agotamiento de los stocks “débiles”, que debido a una errénea identificacién pudieran
ser explotados con unos criterios éptimos para stocks mas “fuertes” (Begg, 2005). Los
conceptos “débil” o “fuerte” se entienden en relacion a la abundancia, productividad y
resiliencia de dicho stock.

La manera mas exitosa de abordar el problema de la definicién de los limites de
los stocks es la aplicaciéon de una aproximacion holistica (Begg & Waldman, 1999),
esto es, incorporando al estudio un amplio espectro de técnicas complementarias. Por
ejemplo, los métodos genéticos pudieran no ser suficientes para definir los limites
geograficos de los stocks en muchas especies de seres acuaticos y sin embargo, otros
métodos como los basados en el fenotipo, proporcionar revelaciones sobre la
estructura de stock (Grant et al., 1999).

Con la aproximaciéon holistica, se puede obtener un marco de informacién lo
mas completo posible en respuesta a los requerimientos ecoldgicos, evolutivos,
productivos y operacionales que una definicion de stock puede conllevar (Abaunza,

2007). Los diferentes métodos que se pueden utilizar para la identificacion de stocks
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han sido recogidos recientemente y de forma exhaustiva en Cadrin et al., (2005). Estos
meétodos se pueden clasificar en:

- Andlisis de las caracteristicas del ciclo vital de la especie: crecimiento,
reproduccién, mortalidad, reclutamiento, abundancia y distribucién. Los
estudios de distribucion se llevan a cabo normalmente mediante datos de
capturas comerciales de la pesqueria.

- Uso de marcas naturales: morfometria, meristica, uso de los parasitos como
marcadores biol6gicos y analisis genético (secuenciaciéon del ADN mitocondrial
o microsatélites).

- Marcado fisico: uso de marcas externas (captura/recaptura), marcas pop-up y

satelitales.

La investigacion sobre la identificacion de stocks puede proporcionar respuestas a
dos problemas practicos planteados en la gestion pesquera y que estan relacionados
entre si. Uno es la “identificacion de stock”, que se refiere a la identificacion inicial de
las unidades poblacionales existentes dentro de una misma especie y de sus fronteras,
y el otro es la “discriminacién de stock” que se refiere al proceso de clasificar
individuos dentro de esas unidades de stock (Waldman, 2005).

En la discriminacion de stock, el investigador tiene una aproximacion sobre cuales
son los stocks verdaderos y aplica técnicas estadisticas apropiadas sobre un rango de
caracteristicas bioldgicas con el fin de discriminar la composicién de las capturas de
diferentes stocks en una misma area de pesca (Wood et al., 1989; Waldman et al,

1997; Pella & Masuda, 2001).
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La eleccion del plan de muestreo es un paso crucial en los estudios de
identificacion de stocks. Para ello, ademas del conocimiento estadistico, hay que tener
en cuenta las caracteristicas biologicas y ecolégicas de la especie (Waters & Erman,
1990). Un mal planteamiento en este proceso de disefio puede llevar al fracaso de los
objetivos del proyecto y resultar del todo imposible una sintesis de la informacion
necesaria para identificar stocks.

La aproximacion holistica para la identificacion de stock, parece ser
especialmente pertinente para aquellas especies con complejas identidades de stock
y/o que requieren una gran cantidad de altamente tecnificados para abordar el
estudio (Begg & Waldman, 1999). En estos casos, es de esperar que si se aplican todas
las técnicas sobre el mismo espécimen se facilitara la interpretacion de los resultados
asif como la comparacion de las prestaciones de las diferentes técnicas (Waldman et
al, 1997), y ademas se podra reducir parcialmente la incertidumbre asociada a los
estudios observacionales.

El éxito en los estudios de identificacion de stock, y en particular en las
aproximaciones holisticas, sdlo se pueden lograr si hay una idea clara de los aspectos
operacionales, logistica y organizacion del disefio de muestreo. En general, para
comprender los procesos bioldgicos, como aquellos que son pertinentes para la
identificacién de stock, es necesario estudiar tanto los patrones bioldgicos espaciales
como los temporales (Kingsford et al., 1998).

Para llevar a buen término un estudio completo de identificacion de stock, el
muestreo debera incluir toda el area de distribucion de la especie. En algunos casos, la

escala espacial puede ser inabordable desde un punto de vista operacional, haciendo
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que sea entonces mas apropiado considerar sélo un area determinada, que por
supuesto ha de ser lo suficientemente extensa como para que poblaciones locales se
puedan desarrollar en ella. En el caso especifico de las rayas volantin y espinosa, se
consideran las 5 localidades donde se efectiia una pesqueria de importancia, es decir,
las localidades de San Antonio, Valdivia, Puerto Montt, Aysén y Punta Arenas. Sin
embargo, en estos estudios limitados siempre habra dudas respecto al area verdadera
de distribucion de los stocks, asi como respecto a posibles migraciones hacia o desde
poblaciones vecinas. El disefio de muestreo debe por lo tanto recoger los dos
requisitos siguientes:
(a) Aplicar una escala espacial adecuada para obtener informacién sobre posibles
discontinuidades en las caracteristicas y parametros poblacionales.
(b) Considerar un apropiado tamafio de muestreo, que sea también practico desde
un punto de vista operativo, con el fin de alcanzar los objetivos mencionados

anteriormente.

No siempre es sencillo cumplir con estos dos requerimientos. Por supuesto,
antes de cualquier disefio de muestreo, la primera etapa que hay que cubrir es la
revision de la informacion existente sobre las caracteristicas de la estrategia vital de la
especie, su ecologia y otros estudios de identificaciéon de stocks. Las poblaciones no
son entes estaticos sino que varian a lo largo del tiempo. En la escala de tiempo en la
que se suele trabajar en pesquerias, del orden de afios, esta variacion concierne sobre

todo a cambios en la distribuciéon, abundancia y en algunos parametros biolégicos. La
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variacién en relacion a procesos evolutivos basados en la genética, normalmente
ocurre en una escala de tiempo mucho mayor.

Sin embargo, una repeticiéon del muestreo en el tiempo en estas poblaciones de
rayas podria recomendarse para mostrar variaciones en las frecuencias génicas
causadas por procesos selectivos. Ademas, de acuerdo con la teoria neutralista, las
variaciones podrian predecirse debido a los cambios en el tamafio de las poblaciones
(Gauldie, 1988). La identificacién de stock estd basada en la falsificacion de la
hipétesis nula de que no hay diferencias entre las poblaciones muestreadas. A nivel
genético esta hipotesis nula se corresponde con la existencia de panmixia. En el caso
de que se encuentren diferencias, éstas deberian ser estables en el tiempo para poder
llegar a conclusiones validas.

En los peces y las rayas, la localizacién de las areas de desove y el momento en el
tiempo en el que se produce la reproduccion, son con frecuencia aspectos especificos
de una poblacién (Dodson, 1997). Los peces se reproducen en un entorno (area y
época del ano) que tienda a maximizar la produccién de descendientes a lo largo de su
vida. Por lo tanto, hay una serie de procesos selectivos que conducen a las estrategias
reproductivas. Como dijo Wootton (1998) “las caracteristicas reproductivas estan
determinadas por el genotipo y por lo tanto por la historia evolutiva del acervo génico
del cual el pez o ejemplar en cuestiéon es miembro”. En consecuencia, uno de los
principales objetivos en cualquier disefio de muestro para la identificacion de stock es
el de obtener muestras en las areas de puesta durante la época de desove (Begg,

2005).
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Una manera de asegurar que los especimenes se encuentran en el area de puesta
es mediante la observacion del estado de madurez de las gdnadas cuando se realiza el
muestreo, especialmente en el caso de las hembras, para asegurar que los
especimenes estén en estado activo de puesta, de acuerdo a la presencia de capsulas a
punto de desovar, desovando o habiendo acabado de desovar recientemente, por la

forma y ancho del oviducto.

Uso de los pardsitos como marcadores bioldgicos en estudios de identificacion de
stocks

Cualquier estudio de dinamica de una poblacion de peces explotada
comercialmente deberia comenzar por la determinacién de su identidad biol6gica en
relacion a las poblaciones vecinas de la misma especie. Para evaluar el estado de las
poblaciones de peces y conseguir una eficiente gestion de las mismas, se requieren
datos sobre los siguientes pardmetros relacionados con su dindmica: crecimiento,
reclutamiento, mortalidad natural, mortalidad por pesca y comportamiento
migratorio (Hilborn & Walters, 1992). Estos parametros deben describir de forma
precisa la poblacion objeto de estudio, de manera que la aplicacion de los modelos de
dinamica de poblaciones pueda reflejar verazmente la demografia y la evolucion de la
poblacion.

Las técnicas y métodos usados para obtener informacion sobre la estructura de
stock, son de tres tipos principales: marcadores naturales; marcado fisico y uso de
informacién relativa a las caracteristicas de la estrategia vital. Uno de los métodos

basados en las marcas naturales: es el uso de los parasitos como marcadores
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bioldgicos. El estudio de la biologia de los parasitos posibilita una mejora del
conocimiento de la del huésped, dada la intima relacidn que existe entre ambos. De ahi
que los parasitos hayan sido ampliamente utilizados como indicadores bioldgicos en
el estudio de las poblaciones, migracidn y filogenia de los peces (Williams et al.,, 1992).

La primera publicacion que describi6 el uso de los parasitos como marcadores
bioldgicos en el estudio de una poblacién de peces marinos se remonta a mas de 60
afios atras. Desde entonces, han sido numerosos los articulos cientificos y revisiones
que se han publicado sobre el tema (Sindermann, 1961; 1983; Kabata, 1963;
MacKenzie, 1983; 1987; 2002; Lester, 1990; Moser, 1991; Williams et al, 1992;
Arthur, 1997; MacKenzie & Abaunza, 1998).

La parasitologia y la biologia pesquera tienen definidos sus propios campos de
investigacion que necesitan integrarse para la utilizacién de los pardasitos como
marcadores biolégicos. El problema es que el investigador tiene que considerar las
fuentes bibliograficas de ambos campos: a) en relacion a la practica de la
parasitologia: nociones de sistematica, métodos de laboratorio, biologia de los
parasitos; b) en relacién a las poblaciones de los huéspedes (en este caso peces):
técnicas de muestreo e interpretaciéon de los resultados teniendo en cuenta la
dinamica de poblaciones del huésped, etc.

El principio basico que subyace en el uso de los parasitos como marcadores
bioldgicos en estudios de poblaciones de peces es que éstos pueden infectarse con un
parasito solamente cuando provienen de un area que es endémica para dicho parasito.
El area endémica es aquella regién geografica en la cual las condiciones son adecuadas

para la transmisidn del parasito. Si los peces infectados se encuentran fuera del area
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endémica, podemos inferir que los peces habian estado en dicha area en alguin
momento de su pasado historico. La informacién sobre el tiempo maximo que un
parasito puede vivir en un huésped particular nos permite estimar el periodo de
tiempo desde que el huésped dej6 al area endémica de dicho parasito. Cuantos mas
parasitos con diferentes areas endémicas se puedan usar, mas informacién se puede
obtener sobre los movimientos pasados de las poblaciones del huésped (peces,
mamiferos marinos y mariscos), y por lo tanto sobre la estructura de stock.

Por otra parte, ademas del endemismo, un anadlisis a fondo de los parametros
estadisticos de la infestacién como son: la abundancia (media del nimero de parasitos
por huésped examinado), la intensidad media (media del nimero de parasitos por
huésped infectado examinado), la prevalencia (porcentaje de la poblacién huésped
infectada por el parasito) (Bush et al, 1997), asi como un anadlisis del tipo de
distribucién de la abundancia de parasitos, también puede proporcionar informacién
igualmente util a l1a hora de interpretar caracteristicas poblacionales de los huéspedes.

La manera mas eficiente de abordar la identificacion de stocks es mediante la
aproximacion holistica o multidisciplinar, en la cual los resultados de los diferentes
técnicas y métodos de marcado se comparan y se utilizan para complementarse unos
con otros. Sin embargo, cada método tiene sus propias fortalezas y debilidades, y el
uso de los parasitos como marcadores biolégicos presenta ciertas ventajas sobre otros
métodos como el marcado fisico o artificial (Williams et al, 1992) y los estudios
geneticos (MacKenzie, 2002). El parasito marcador ideal puede ser descrito como
aquél que posea las siguientes caracteristicas, de acuerdo a los criterios de seleccién

sugeridos por Kabata (1963), Sindermann (1983), MacKenzie (1983; 1987) y Williams
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et al. (1992). Parasitos que cumplan con todos estos criterios son muy raros de
encontrar, por lo que normalmente hay que adoptar una serie de compromisos:

- El parasito deberia mostrar en el huésped objetivo unos niveles de infeccién

significativamente diferentes entre las distintas zonas del area de estudio. Los

datos de infeccién se pueden analizar de acuerdo a la prevalencia, intensidad y

abundancia de dicha infeccion, tal como estan definidos en Bush et al. (1997).

- El parasito deberia persistir en el huésped objetivo por un largo periodo de
tiempo, cuyo minimo exigible dependera de la naturaleza del estudio. En
estudios de identificacion de stocks y de reclutamiento, solamente se deberian
usar los pardsitos con una longevidad superior a un afio de vida, mientras que
para estudios de migraciones estacionales puede ser aceptable el uso de

parasitos con una longevidad inferior al afio de vida.

- Los parasitos con un ciclo de vida monoxeno o de ciclo directo (parasito que
solo utiliza una unica especie de huésped en su ciclo de vida, Noble et al,
1989), como los trematodos monogeneos y la mayoria de los crustaceos
parasitos, son los mas simples de utilizar. Los parasitos con ciclos de vida
complejos o heteroxenos (parasitos que utilizan varias especies de huésped
durante su ciclo de vida, Noble et al, 1989), tales como los trematodos
digeneos, los cestodos, nematodos y acantocéfalos, son mas dificiles de usar
porque se requiere mas informacion sobre los factores abidticos y bi6ticos que

influyen en la transmisidn del parasito entre los diferentes huéspedes. Una vez
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obtenida esta informacion, los parasitos heteroxenos pueden también
utilizarse de forma efectiva. Kgie (1983), de hecho, sugirié que los trematodos
digeneos tenian ventajas como marcadores sobre otros grupos taxonémicos de
parasitos porque tienden a ser altamente especificos al huésped primario que
normalmente suele ser un molusco. Por lo tanto, el area endémica de un
parasito digeneo esta determinada mayormente por la distribucion geografica

de su molusco huésped.

- El nivel de infeccién deberia permanecer relativamente constante de un afio
para otro. Si se observan variaciones anuales conviene cerciorarse del nivel,
estrato, etc., al que se producen. Asi, el andlisis de los niveles de infeccién a
través de las distintas cohortes del huésped a lo largo de varios afios, puede
mostrar unos niveles de variacion diferentes que considerando a toda la

poblacién huésped en conjunto.

- La deteccion e identificacion de los parasitos debe ser lo mas facil y sencilla

posible. El examen del huésped deberia conllevar una diseccién minima, o de lo

contrario el tiempo se convertira en un factor limitante.

- Hay que evitar el uso de los parasitos con una patogenicidad alta y

particularmente aquellos que afecten al comportamiento del huésped.

El estudio de los rasgos del ciclo vital en la identificacion de stocks
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Para ser capaz de evaluar y predecir el desarrollo de un stock de peces, en
primer lugar se ha de identificar y definir el stock (NRC, 1998). Describir un stock es
una tarea compleja y se necesita del andlisis combinado de diferentes disciplinas de
las ciencias bioldgicas, tales como la genética y el estudio de los pardmetros del ciclo
vital entre otros. Dentro de esta ultima disciplina el stock se puede describir en
términos de tasas de crecimiento, supervivencia y reproduccidn, teniendo en cuenta
también el comportamiento migratorio (Pawson & Jennings, 1996; Wootton, 1998).

El stock objetivo de la gestién pesquera deberia por lo tanto tener unas
caracteristicas relativamente homogéneas de los parametros del ciclo vital expuestos
anteriormente (Gulland, 1971; Cushing, 1995). Teniendo en cuenta los claros nexos de
union entre dichos parametros, la eficacia biolégica individual y las tasas de
incremento poblacional (Swain et al, 2005), la comprensiéon de los rasgos del ciclo
vital es un primer paso fundamental para identificar stocks, antes de aplicar otros
analisis de identificacién de stocks mas especificos (Pawson & Jennings, 1996; Begg &
Waldman, 1999; Begg, 2005). Ademas, los compromisos y estrategias que se producen
en relacion a los rasgos del ciclo vital, son fundamentales para entender la estructura
de las comunidades ecologicas y las respuestas de las poblaciones a los cambios
climaticos y oceanicos (King & McFarlane, 2003; Bonsall et al., 2004).

En general, el stock deberia ser identificado en base al area y al
comportamiento de desove (Gulland, 1971). Muchas de las especies explotadas
comercialmente cambian sus habitats durante el devenir de sus vidas. Asi, migran
activamente a otras areas diferentes para su alimentacion, proceso de puesta o para

pasar la etapa invernal. Resulta por lo tanto necesario conocer la distribucién espacial
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y temporal asi como la variabilidad a diferentes escalas de las poblaciones de peces,
especialmente para aquellas de las que se recogen datos para su posterior evaluacion
(Freon & Misund, 1999). Cuando se analizan los rasgos del ciclo vital es importante
recordar que tener un cuerpo con mas tamafio beneficia al pez en su proceso
migratorio, tanto en términos de energia como de capacidad natatoria (Dodson,
1997). El tamano también tiene una relacion muy estrecha con los parametros
reproductivos, tales como la talla de primera madurez y la fecundidad. Por lo tanto,
para comparar los parametros de produccién entre areas diferentes hay que tener
cuenta los posibles movimientos migratorios, asi como la estabilidad espacio-
temporal en los parametros estudiados (Begg & Waldman, 1999).

Normalmente los datos sobre los parametros del ciclo vital son recogidos de
forma rutinaria por organismos o agencias estatales para obtener una informacién
basica de los stocks explotados comercialmente, que es necesaria para la evaluacion
de dichos stocks. Es decir, el objetivo de esta informacién no suele ser la identificacion
de stocks sino su evaluacion. Sin embargo, dependiendo de la resolucién espacial y
temporal de esos datos, esta informacidon puede llegar a ser igualmente util para el
objetivo de la identificacion de stocks. En los proyectos especificos de caracter
cientifico, si se recogen datos sobre los rasgos del ciclo vital con el fin de identificar
stocks pero frecuentemente adolecen de limitaciones espaciales o temporales, debido
a la falta de recursos necesarios, y resulta por lo tanto imprescindible tratar de

integrar los datos recogidos de forma rutinaria por las agencias pesqueras.
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Crecimiento - El crecimiento es uno de los parametros de la historia vital mas
frecuentemente utilizado para identificar stocks de peces (Begg, 2005). De hecho, la
tasa de crecimiento afecta al tamafio del cuerpo que tiene una positiva influencia
sobre muchos rasgos de la historia vital como la fecundidad o la mortalidad (Swain et
al., 2005). El crecimiento de un organismo se puede definir como el balance entre la
entrada de energia proporcionada por el consumo de alimento y la salida de energia
representada por las pérdidas asociadas con el mantenimiento (Wootton, 1998). Esta
ecuacion podria expresarse en términos de un presupuesto energético, pero la
mayoria de los estudios de crecimiento tienen que ver con la talla o el peso de los
peces (Ricker, 1975). Asi, tenemos las siguientes relaciones que describen aspectos

del crecimiento y que se pueden usar para caracterizar stocks o poblaciones:

Relaciones talla-peso - El concepto de crecimiento implica cambios en las magnitudes
relativas de talla y peso. Los datos de talla o peso combinados con la edad pueden ser
utilizados para construir curvas de crecimiento. Los datos de talla son mas faciles de
conseguir que los de peso, y éstos dos mas faciles de obtener que la edad del pez. Es
por lo tanto deseable obtener una relacion entre la talla y el peso para tener una
conversion entre ambas variables. La expresion mas cominmente utilizada es la
relacion alométrica: donde W es el peso del pez; L es la talla del pez y a y b son
constantes. El valor de b se determina normalmente mediante la forma logaritmica de

la ecuacién:

W=a-Lb
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En esta ecuacién b es la pendiente de la regresion lineal del logaritmo del peso frente

al logaritmo de la talla.

Factor de condicion - La relacion entre la talla y el peso proporciona un indice para
cuantificar el estado de “salud” del pez (Wootton, 1998). Este indice, el factor de
condicidn, se ha expresado de diversas maneras. En sentido estricto el factor de
condicidn es el parametro “a” en la ecuacion de longitud/peso, pero normalmente se
utiliza el indice ponderado K, que es una modificacién de la misma expresion en la
cual el valor del parametro b se fija a un mismo valor = 3; con W en gramos y L en

centimetros.

Reproduccién - Los parametros reproductivos también son fundamentales para
entender la estrategia vital de los peces y los procesos biolégicos que subyacen en el
mantenimiento de la estructura de stock (Begg, 2005). Asi por ejemplo, el estudio del
desarrollo gonadal en los peces se utiliza para determinar el tamafio o edad a la que
una especie determinada alcanza la primera maduracién sexual, la proporcion de la
poblacion apta para la reproduccion y el ciclo reproductor que la caracteriza.

Acotar la época de puesta y determinar las dreas de desove, ayudan a explicar
los cambios de distribucién espacio-temporales de la poblacién adulta. Esta
informacion junto con la de la fecundidad permitira explicar en gran medida el éxito o
el fracaso reproductor de una poblacién. Los conocimientos relacionados con la
reproduccién junto con aquellos referentes a la mortalidad y al crecimiento

constituyen los pilares basicos en los que se asienta la teoria de la dindmica de
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poblaciones y caracterizan a un stock en términos de productividad. Existen varios
parametros relacionados con la reproduccién que se pueden tener en cuenta para
caracterizar stocks o poblaciones (Begg, 2005): la época y localizacién del desove, la
distribucién de huevos y larvas, ojivas de madurez por talla o edad, indices gonadales
de desarrollo, peso y viabilidad de los huevos, fecundidad, etc. Trataremos aqui
algunos de los mas frecuentemente utilizados:

Indice gonadosomatico: El indice gonadosomatico (IGS) se puede expresar como:
Wgon-100-Wt-1

en las cuales Wgon es el peso de la génada y Wt es el peso del pez.

Este indice se ha utilizado como indicador de los cambios que se producen
durante el desarrollo gonadal. Asi el valor mas alto del IGS se corresponderia con el
pico de puesta o el momento inmediatamente anterior. También se ha utilizado para
comparar areas, poblaciones o stocks (Kreiner et al.,, 2001). El uso del IGS evita en
gran parte la subjetividad inherente en la asignaciéon macroscopica de los estados de
madurez. De esta forma, el analisis del IGS puede ser util para ayudar a determinar las
épocas y areas de desove (Lehodey et al., 1997; Brown-Peterson et al., 2002), que es
una informacion de vital importancia a la hora de identificar stocks.

La deteccién de diferencias en la época y area de puesta podria indicar un
proceso de aislamiento reproductivo entre stocks en donde se restrinja el flujo génico
hasta un nivel en el que efectivamente los stocks se puedan considerar casi aislados
(Begg, 2005). Sin embargo, el uso del IGS no esta exento de problemas. El periodo de

tiempo en donde se observan los diferentes cambios en las gonadas puede no ser
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coincidente segun se analicen microscopicamente o mediante el IGS. Ademas, el IGS no
compensa (“normaliza”) completamente los efectos de la talla o tamafio del pez (West,
1990); aunque en algun caso se ha mostrado que el IGS puede ser independiente del
tamano del pez (Lehodey et al., 1997).

Para un mismo estado de madurez sexual, los peces pequefios tienen un IGS
mas bajo que los peces de mayor tamafio, y este efecto aumenta con la maduracién del
ovario. En otras palabras, el peso del ovario incrementa mas rapidamente con la talla
del pez que lo que incrementa el peso del cuerpo. Para que el IGS sea un indice valido
de la actividad del ovario se deben cumplir una serie de requisitos. Uno de ellos es la
relacion lineal entre el peso de la gonada y el peso del cuerpo y como este supuesto
raramente se cumple, la utilizaciéon del IGS como la razén simple entre el peso del
ovario y el peso del pez no parece ser lo mas apropiado. Otra expresion para el GSI

que puede resultar mas adecuada:
IGSi=ai-W /Sb
en donde W es el peso de la gonada; S es el tamafio del cuerpo (bien la talla o el peso

del cuerpo menos el peso de la génada); ai y b son parametros para la génada de

estado de madurez i.

Talla y edad de primera madurez - El calculo de las ojivas de madurez permite conocer
el nimero de individuos de la poblaciéon que han alcanzado la madurez o en contraste
los que son inmaduros. El porcentaje de individuos maduros por clase de talla o de
edad se estima durante la época de desove. Los datos se ajustan a una curva logistica 'y

la talla o la edad a la que el 50% de los individuos estdn maduros proporciona la talla
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o la edad de primera madurez. Para asegurar que los estudios comparativos entre
areas o stocks de las tallas o edades de primera madurez estan basados en datos no
sesgados, hay que tener en cuenta las siguientes consideraciones en la estimacion de

ojivas de madurez (Murua et al., 2003):

1. Las muestras utilizadas para el analisis tienen que ser representativas y cubrir
el rango de tallas completo de la poblaciéon. Hay que tener en cuenta ademas
aspectos de la distribuciéon de la especie. Por ejemplo, la proporcién relativa de
un grupo de edad puede no ser la misma en un area tipica de juveniles que en
un area de puesta o de alimentaciéon de adultos (ICES, 1999). Es importante
que en el muestreo se cubran los rangos de talla y/o edad en donde se produce

la transicion del estado inmaduro al estado maduro.

2. Todo el componente adulto de la poblacién tiene que incluirse en el analisis.
Esto quiere decir que el uso de criterios de analisis histolégicos microscépicos
se ha de favorecer sobre el uso de criterios macroscopicos en los que resulta
dificil distinguir los estados inmaduros de los estados de reposo y maduracion

temprana.

3. El periodo de tiempo en el que se estudia la madurez tiene que ser
relativamente largo. En el caso de que solo se cubra el periodo de freza,
entonces puede ocurrir que un niumero de individuos que ya hubieran acabado

el desove con gbénadas en regresion, pudieran ser considerados como
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inmaduros. Esto conduciria a una infraestimacién de la talla de primera

madurez. Por lo tanto, es recomendable cubrir todo el periodo reproductivo.

Fecundidad - Existen varios términos que se utilizan en relaciéon a la fecundidad.
Cualquiera de ellos refleja un concepto que puede ser util para comparar rasgos de las
estrategias vitales entre stocks. Asi siguiendo a Murua et al. (2003) y Abaunza et al.
(2003) llamaremos “fecundidad anual” al namero total de huevos puestos por una
hembra en un afio (aqui no se incluyen los huevos reabsorbidos por el fenémeno de la
“atresia” y se incluye los huevos producidos por una vitelogénesis “de novo”).

“Fecundidad relativa” sera la fecundidad dividida por el peso de la hembra. Se
denomina “fecundidad anual realizada” a todos los ovocitos con yema desarrollada
madurados por afo y corregido para la atresia, y “fecundidad por lote” es el nimero
de ovocitos hidratados y/o ovocitos con ntcleos-migradores que se producen en un
lote. Es decir a la hora de establecer comparaciones de la fecundidad entre distintas
muestras de peces hay que definir de qué fecundidad se esta hablando y en cada caso
tener en cuenta los factores que intervienen: si esta o no corregida para la atresia, si se
trata de la fecundidad por lote, etc. Ademas, para asegurar la veracidad de los
parametros que se comparan se ha de estar seguro de cumplir con los requisitos que
cualquier estudio de fecundidad debe tener en cuenta tal como se describen en Murua
etal (2003).

En el caso de que sea un pez con puestas multiples y con fecundidad
indeterminada (esto es, que producira durante la época de puesta una vitelogénesis

“de novo”, con lo que el nimero de huevos potenciales no esta definido en el momento
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anterior a iniciarse el proceso de desove. Esto es justo lo contrario de lo que ocurre en
los peces con fecundidad determinada), para averiguar la fecundidad total habra que
averiguar la fecundidad por lote y calcular el nimero de veces (nimero de lotes) que
pone al afio (la frecuencia de puesta).

La fecundidad por lote media se determina mediante una regresion lineal entre
la fecundidad por lote y el peso respectivo de la hembra quitando el peso del ovario
(Begg, 2005). La linea de regresion se fuerza a que pase por el origen si la intercepcién
es distinta de cero, de forma que la estima de la fecundidad por lote sea independiente
del tamafio del pez. Si se divide a la fecundidad por lote por el peso de la hembra

entonces so obtiene la fecundidad relativa por lote:
Fbw =Fb/W

en donde Fb es la fecundidad por lote y W es el peso del pez.

La relacion entre fecundidad y el tamafio del pez se ha demostrado para
muchas especies de peces (Gunderson, 1977; Legget & Carscadden, 1978; Lehodey et
al, 1997; Yoneda & Wright, 2004), por lo que cualquier comparaciéon de este
parametro entre areas, poblaciones o stocks ha de hacerse entre muestras de la
misma talla, o como se ha visto anteriormente teniendo en cuenta la influencia del
factor tamafio del pez. Por otra parte, al igual que en el caso del crecimiento, para que
los parametros de la reproduccién sirvan como criterio para caracterizar stocks se
necesita una estabilidad temporal en los mismos. Si bien sus valores absolutos pueden
cambiar, al menos se ha de mantener el patréon de diferencias observadas con otros

posibles stocks. Hay que reconocer que por ejemplo la frecuencia de puesta puede
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cambiar de un afio a otro. Este parametro esta inversamente correlacionado con la
atresia (reabsorcion de ovocitos con yema), y por lo tanto también puede ser otra
respuesta adaptativa a las condiciones medio ambientales presentes durante la época
de desove (Abaunza et al., 2003): buenas condiciones medio ambientales = frecuencia
de puesta alta y menos atresia; malas condiciones medio ambientales = frecuencia de

puesta baja y atresia alta.
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5.2. Disernar, aplicar y evaluar un plan de muestreo, temporal y
geogrdficamente adecuado para alcanzar los restantes objetivos del

proyecto

La metodologia establecida para el analisis poblacional dentro del proyecto FIP
2013-29, denominada “Plan General de Muestreo”, no contemplo la obtencion de
muestras de forma independiente sino, que requiere un muestreo pesquero-
dependiente, es decir, que las muestras analizadas deban provenir de caladeros
tradicionales de pesca utilizados por pescadores artesanales. A pesar de que ambas
especies, Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma, se encuentran actualmente en veda
biologica (D. Ex. No. 20 y No. 21 de 2014) como consecuencia de una serie de
procedimientos administrativos y recomendaciones para proteger la situacién de las
poblaciones; el proyecto FIP 2013-29 requiere de una cuota especial de extraccion
para la obtenciéon de muestras en las localidades indicadas (Tabla 8). Considerando la
distribucién geografica de ambas especies asi como aquellas localidades, identificadas
como puertos de desembarque de acuerdo a los registros historicos (SERNAP, 2010);
se han identificado cinco localidades al interior de las unidades de pesqueria con el fin
de obtener muestras bioldgicas (Figura 5). Estas localidades, se han agrupado en tres
zonas: zona centro (unidad de pesqueria correspondiente al area maritima
comprendida entre el limite norte [V region y el limite sur VII region), en la localidad
de San Antonio. La zona sur (unidad de pesqueria correspondiente al area maritima
comprendida entre el limite sur VII region y el paralelo 41° 28.6 'S), cuya operacion se

circunscribe alrededor de la ciudad de Valdivia. La Zona Austral (unidad de pesqueria
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correspondiente al area maritima comprendida entre el paralelo 41° 28.6 'S y el limite
sur XII region), con las localidades de Puerto Montt, Aisén y Punta Arenas. De igual
forma, como puerto de desembarque de la captura proveniente del desarrollo de la
presente pesca de investigacién, se utilizaron los terminales pesqueros de San
Antonio (V region), Niebla (XIV regién), Chinquihue (X region), Aisén (XI region) y
Punta Arenas (XII regidn).

Las variables bioldgicas, pesqueras y ambientales a registrarse se describen en
detalle en el ‘Manual del Observador Cientifico’ (Lamilla et al, 2010) en conformidad
de la Res. Ex. No. 331 de 2012, referida a los “Protocolos, procedimientos e
instrucciones para el monitoreo biolégico de condrictios”. El registro de informacion
demografica y sobre la biologia reproductiva se rigen por los procedimientos
descritos por Bustamante et al. (2009), para garantizar la integracién de la nueva
informaciéon con base de datos bioldgicos existentes de proyectos previos. El periodo
de operacion para la extraccion de la cuota solicitada, contemplo el periodo entre el 1
de octubre 2014 y el 30 de noviembre de 2014.

Tal como se ha mencionado previamente, el presente proyecto se basa en una
aproximacion holistica para identificar poblaciones de peces marinos a partir de lo
propuesto por Cadrin et al., (2005). Para tal efecto se han agrupado dos categorias
(i.e.,, métodos genéticos y métodos no-genéticos), las metodologias a aplicar: analisis
de estrategias de historia de vida, analisis morfolégicos a través de morfometria
geométrica, analisis de marcadores ambientales utilizando como proxy la carga
parasitaria y nivel tréfico; secuenciaciéon del ADN mitocondrial, y andlisis de

microsatélites del ADN.
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Figura 5 Principales localidades pesqueras donde se realizan actividad pesqueras
sobre raya volantin y raya espinosa, a lo largo de las tres zonas de estudio.

Para la definicion del estado poblacional a través de métodos genéticos y no-
genéticos, las muestras fueron obtenidas sin reemplazo desde operaciones pesqueras
de acuerdo al esquema de muestreo explicado anteriormente. De esta forma, la
obtencion de muestras se realizé a partir de la captura pesquera a bordo de
embarcaciones en faenas de pesca comercial, con el fin de identificar la estructura de
la poblacién en ambas especies de rayas. Las muestras para el analisis genético fueron
colectadas considerando las limitaciones técnicas y legales de las embarcaciones
artesanales, i.e., exclusividad de operacién en la franja de 5 nm desde la costa y la
fidelidad de los sitios de desembarque obligatorios por Ley. Una muestra de tejido fue
colectada desde el borde externo de las aletas pélvicas de cada espécimen de raya
capturado. Esta seleccion de muestras sera replicada en cada localidad cuantas veces
sea necesario, hasta obtener el N requerido por especie y zona; de esta forma se
asegura la independencia de los datos de pesca teniendo en cuenta la naturaleza
gregaria y el movimiento local relativamente bajo descrito para este género de rayas
(Dulvy et al, 2000). Un esquema del plan general de muestreo se encuentra en la
Figura 6, donde se indica el origen de las muestras y los parametros de analisis
respectivos.

Como ambos recursos en estudio se encuentran en veda bioldgica extractiva
(D. Ex. No. 20 y No. 21 de 2014), no hay embarcaciones pesqueras autorizadas para su
operacidn extractiva. Para tal efecto, y poder cumplir con los objetivos del presente

proyecto, se solicité a la Subsecretaria de Pesca una cuota especial de investigacién de
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“100 ejemplares o 2 toneladas por especie por localidad”. En consecuencia, la
totalidad del muestreo sera realizado por el equipo de trabajo en conjunto con una o
dos embarcaciones artesanales, en las zonas tradicionales de captura de raya volantin

en sus respectivas localidades.

MUESTRAS POR LOCALIDAD Y POR ESPECIE PARAMETROS Y ANALISIS

1. Muestreo piloto uq N s " -
= Secuenciacion gendmica de especies objetivo

\‘g 150 individuos / dos localidades Genotipificacion de microsatélites

UACH
Dieta y Nivel tréfico

2. Muestreo abordo y en puerto

UACH

Fotografias morfométricas

Registro de variables demograficas (talla, peso,
sexo, estado de madurez sexual)

Registro de variables pesqueras (abundancia,
CPUE)

30 especimenes / sexo

; R | 125 individuos (coleccién de muestras de tejido)
24 individuos (coleccién de ejemplares completos)

3. Procesamiento

— uQ

5 especimenes — > Secuenciacién gendmica

gt 5B 20 especimenes ——> Secuenciacion del mtDNA

\‘g _| 100 especimenes——>Genotipificacion de microsatélites

UACH
10 especimenes ——>Dieta y Nivel tréfico

UACH
10 especimenes ——>Parasitos

uQ

5 especimenes ——>Taxonomia

Figura 6 Esquema general del plan general de muestreo para la determinacion de

unidades poblacionales de raya volantin y raya espinosa en Chile, indicando sus



-147 -

respectivas unidades funcionales: UACH (Universidad Austral de Chile) y UQ

(Universidad de Queensland).
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Tabla 8 Conjunto de variables (y respuesta esperada) a evaluar durante la ejecucion

de la presente propuesta de investigacion.

VARIABLE

RESPUESTA

Identificacion de la especie

Localidad/Zona

Individualizacién del viaje de pesca

Informacién pesquera

Informacion

demografica

Toma de muestras

Registro taxondmico de la asignacién especifica

Identificacion de la caleta de desembarque

Registro de fechas y caracteristicas de la

embarcacion

Localizacion Geo-referenciacidn y registro de profundidad de
operacién para cada lance de pesca

Captura Composicion de la captura por lance de pesca, en
numero de individuos

Esfuerzo Descripcion del arte de pesca

Estructura de talla

en la captura

Registro de longitud total en cm, andlisis por

especie y zona geografica

Sexos Equilibrio poblacional H-W (machos y hembras)
Madurez sexual Caracterizacién de los 6rganos reproductivos
Mediciones Analisis de morfometria geométrica
Andlisis genéticos - Secuenciacién genémica de especies objetivo
- Secuenciacion del mtADN
- Genotipificacion de microsatélites
Dieta y nivel Diferencias poblacionales en alimentacion y
trdfico cambios en los niveles troficos
Pardsitos Diferencias poblacionales en alimentacién en
carga parasitaria
Taxonomia Descripcion de caracteres clave para la

identificacién de especies
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A través de un estudio previo realizado por la unidad técnica (referido como
‘estudio piloto’ en la propuesta técnica), se han podido ajustar los requerimientos de
informacién asi como los protocolos para la toma de datos. La informacién relevante
fue registrada en formularios donde se dispuso una copia para el Servicio Nacional de
Pesca, ademas de copias de respaldo para verificacion por parte del Concejo del Fondo
de Investigacion Pesquera y/o la Subsecretaria de Pesca.

El objetivo del plan general de muestreo es la obtenciéon de total de 100
individuos por especie y localidad para describir la estructura poblacional a través de
la secuenciacion genémica y genotipificacion de microsatélites. Durante los meses de
noviembre y diciembre 2014, se capturaron 581 rayas en cinco localidades a lo largo
de Chile. Aunque inicialmente, se habia considerado la participacién de pescadores
artesanales de la localidad de Lebu, estos decidieron no participar en el presente
proyecto debido a diferentes intereses econdmicos y falta de incentivo. Un total de 3
toneladas fueron capturadas en San Antonio, Valdivia, Puerto Montt, Aisén y Punta
Arenas, lo que representa 581 individuos. Del total de especimenes, 69.8%
corresponden a raya volantin (Z. chilensis) y 30.2% a raya espinosa (D. trachyderma).
Adicionalmente a la coleccion de tejido, se seleccionaron 10 especimenes por especie
y localidad. En cada uno de estos especimenes se obtiene y registra el contenido
estomacal (sin el estémago) y la valvula espiral. Finalmente, 10 ejemplares, 5 machos
y 5 hembras (y al menos uno adulto por sexo) para cada especie y localidad, seran

preservados completos y depositados en el Museo Nacional de Historia Natural.
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5.3. Identificar y caracterizar genéticamente la(s) principal(es) unidad(es)

evolutiva(s) de raya volantin y raya espinosa en la costa chilena

5.3.1. Una revision sobre la biologia, pesqueria y conservacion de las rayas

Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma

Se encontraron un total de 246 articulos en cuanto a la entidades biolégicas
Zearaja chilensis (n = 173) (Figura 7a) y Dipturus trachyderma (n = 73) (Figura 7b).
Otros 32 articulos fueron excluidos de la matriz, los que Unicamente mencionan la
especie nominalmente en su contenido. Para Z. chilensis, el 77% de los articulos
corresponden a las publicaciones cientificas y 23% a literatura gris (en su mayoria
informes técnicos de pesca), que abarcan casi 170 afios desde su descripcién original.
A pesar de ser una especie relativamente mas joven, D. trachyderma tiene una
proporcidén similar en los estudios publicados, con un 76% y 24%, respectivamente.

La categoria mas estudiado para ambas especies son es ‘listados e inventarios
bioldgicos’ con al menos un articulo por afio, alcanzando hasta 61 publicaciones en Z
chilensis 'y 32 en D. trachyderma (Figura 7). Algunas publicaciones contienen
informacion soélo especifica sobre la identidad taxondémica o sobre muestreos
especificos, mientras que otros informan inicamente datos historicos y/o registros de
observacion sin mencion de las caracteristicas diagnosticas utilizadas para el
reconocimiento de las especies, y por lo tanto son considerados como informes
dudosos. Entre las categorias menos populares se encuentran ‘habitat y habitos' y

'genética’, con sélo cinco publicaciones para D. trachyderma (Figura 8). La falta de
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informacién en estas categorias podria proporcionar orientaciones futuras de la
investigacion aplicada, sobre todo en la alimentacion de la ecologia y la estructura de
la poblacién como proxy para entender la dindmica de poblaciones, uso de habitat y
movimientos. Sin embargo, ha habido un marcado aumento en el nimero de estudios
publicados para ambas especies después del afio 2000 y especialmente después de
2005 (Figura 9), donde ambas especies se convirtieron en un activo importante para
la economia chilena asi como un aumento en el interés pesquero junto con la creacién
de nuevas categorias de desembarque especie-especificas para Z. chilensis y D.
trachyderma (Figura 9). Las rayas hocicudas siguen siendo poco conocidas y poco
estudiadas, principalmente debido a la dificultad de acceso (especies de aguas
profundas), dependencia de la actividad pesquera para la toma de muestras, y los
problemas asociados con el manejo de grandes animales de valor econémico. Para
evitar un futuro cercano, el colapso de la poblacion debido a medidas de
administracién incompletas, existe una urgente necesidad de llenar estos vacios de
conocimiento, e instando a investigadores para estudiar (y publicar) en aquellas

categorias menos populares.
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Figura 7 Numero acumulativo de publicaciones cientificas, libros y reportes técnicos

separados en siete categorias en relaciéon con (a) Zearaja chilensis y (b) Dipturus

trachyderma (detalles sobre las categorias en el texto).
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Figura 8 Numero de estudios publicados para Zearaja chilensis (1848 - 2014) y
Dipturus trachyderma (1975 - 2014) por categoria de investigaciéon (ordenada por

frecuencia).
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Figura 9 Numero total de estudios publicados (no -acumulativos) en relacién a (a)

Zearaja chilensis y (b) Dipturus trachyderma entre 1975y 2014.
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Raya volantin Zearaja chilensis (Guichenot 1848)

Orden RAJIFORMES Berg 1940
Familia RAJIDAE Blainville 1816
Genero Zearaja Whitley 1939

Zearaja chilensis (Guichenot 1848) (Figura 10)

Raia chilensis; Guichenot, 1848 (Descripcién original).

Raja chilensis; Philippi, 1892; Delfin, 1900; De Buen, 1959; De Buen, 1960; Carvajal,
1971; Carvajal & Goldstein, 1971; Bahamonde & Pequeio, 1975; Carvajal &
Dailey, 1975; Pequefio, 1975; Pequeiio, 1977; Ojeda, 1983; Fernandez & Villalba,
1985; Pequefio & Lamilla, 1985; Villalba & Fernandez, 1985; Sielfeld & Vargas,
1999; Gili et al., 1999; Buschmann et al., 2005.

Raja flavirostris; Philippi, 1892; Delfin, 1900; Garman, 1913; Gotschlich, 1913;
Quijada, 1913; Fowler, 1916; Fowler, 1926; Norman, 1937; Oliver, 1943; Fowler,
1943; Fowler, 1945; Hart, 1947; Fowler, 1951; Bahamonde, 1953; Mann, 1954;
Bigelow & Schroeder, 1953; Bigelow & Schroeder, 1958; De Buen, 1957;
Angelescu et al., 1958; Ringuelet & Aramburu, 1960; Lépez, 1963(a, b); Hulley,
1966; Olivier et al., 1968; Hulley, 1970; Menni, 1971; Ringuelet & Aramburu,
1971; Hulley, 1972; Castello & Tapia Vera, 1973; Sadowsky, 1973; Gosztonyi,
1979; Menni & Lopez, 1979; Gosztonyi, 1981; Menni, 1981; Menni et al., 1981;
Menni & Gosztonyi, 1982; Menni & Lopez, 1984; Menni et al., 1984; Raschi, 1986;

Threlfal & Carvajal, 1986; Prenski & Sanchez, 1988; Sanchez & Prenski, 1996;
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Garcia de la Rosa, 1998; Agnew et al., 2000; Jo et al., 2004; Wakeford et al., 2005;
Buschmann et al., 2005.

Raja oxyptera; Philippi, 1892; Delfin, 1900; Lonnberg, 1907; Garman, 1913;
Gotschlich, 1913; Quijada, 1913.

Raja latastei; Delfin, 1902.

Raja brevicaudata; Marini, 1933.

Raja (Dipturus) flavirostris; Stehmann, 1970; Menni, 1972; Menni, 1973; Stehmann,
1978; Leible, 1984; Leible, 1987; Leible & Stehmann, 1987; Leible, 1988;
Fuentealba & Leible, 1990; Fuentealba et al., 1990; Lopez et al., 1996.

Raja (Dipturus) chilensis; Pequefio, 1989; Lloris & Rucabado, 1991; Pequefio &
Lamilla, 1993; S4ez & Lamilla, 1997; Bizikov et al., 2004.

Dipturus chilensis; Bahamonde et al., 1994; Bahamonde et al.,, 1996; Mould, 1997;
McEachran & Dunn, 1998; Meneses & Paesch, 1999; Paesch, 1999; Paesch &
Meneses, 1999; Cousseau & Perrotta, 2000; Cousseau et al., 2000, Lucifora et al.,
2000; Koen Alonso et al., 2001; Gomes & Picado, 2001; Soto & Mincarone, 2001;
Lamilla et al, 2002; Last & Yearsley, 2002; Nion et al, 2002; Sanchez &
Mabragafia, 2002; Calderdn et al., 2003; Lamilla & Saez, 2003; Meneses & Paesch,
2003; Buren, 2004; Garcia de la Rosa et al., 2004; Massa et al., 2004; Smith et al,,
2004; Acuna et al., 2005; Céspedes et al., 2005; Lamilla & Bustamante, 2005;
Quiroz & Wiff, 2005; Oddone et al., 2005; Araya & Cubillos, 2006; Lamilla et al.,
2006; Licandeo et al., 2006; Concha, 2007; Cousseau et al., 2007; Ebert & Bizarro,
2007; Ebert & Compagno, 2007; Licandeo & Cerna, 2007; Licandeo et al., 2007;

Melo et al., 2007; Aburto et al., 2008; Andrade & Pequefio, 2008; Arkhipkin et al.,
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2008; Diaz de Astarloa et al, 2008; Domingo et al., 2008; Lamilla et al., 2008;
Paesch & Oddone, 2008; Quiroz et al, 2008; Reyes & Torres-Flores, 2008;
Mabragafia et al., 2009; Quiroz et al., 2009; Ruarte et al., 2009; Quiroz et al., 2010;
Zavatteri, 2010; Aversa et al., 2011; Mabragana et al., 2011a; Quiroz et al., 2011;
Cortes & Cueto, 2012; San Martin & Trucco, 2012; Colonello & Cortes, 2013;
Silveira et al., 2014.
Dipturus flavirostris; Menni & Stehmann, 2000; Cedrola et al., 2005; Bovcon &
Cochia, 2007.
Dipturus (Zearaja) chilensis; Estalles et al, 2011; Kyne & Sympfendorfer, 2007;
Lamilla et al., 2009.
Zearaja flavirostris; Menni et al., 2010; Naylor et al., 2012.
Zearaja chilensis; Kyne et al., 2007; Last & Gledhill, 2007; Menni & Lucifora, 2007;
Lamilla et al., 2010; Vargas-Caro, 2010; Lamilla & Flores, 2011; Lamilla et al.,
2011; Mabragafia et al, 2011b; Perier et al, 2011; Queirolo et al, 2011;
Arkhipkin et al., 2012; Bustamante et al., 2012; Concha et al., 2012; Deli Antoni
et al, 2012; Lamilla et al., 2012(a, b); Naylor et al., 2012; Bustamante et al.,

2014(a, b); Jeong & Lee, 2014; Saez et al.,, 2014; Vargas-Caro et al., 2014.

La raya volantin Zearaja chilensis fue descrita en 1848 y, desde entonces, la
identidad de esta especie ha confundido a la comunidad cientifica. Guichenot (1848)
describio la especie a partir de un macho de 836 mm de longitud total (LT) recogidos
en la Bahia de Quintero, Chile. A pesar de que este reporte puede considerarse breve,

el autor proporciona informacion sobre las caracteristicas externas y destac6 el hecho
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de que era muy abundante en los mercados locales. Mas tarde, Philippi (1982)
describid Raja flavirostris (Figura 6a) sobre la base de dos hembras de 750 mm de
longitud total media y Raja oxyptera (Figura 6b), a partir de un macho adulto de 1,080
mm TL de la misma localidad (Quinteros), y entrega una descripcién completa
incluyendo mediciones morfométricas y una detallada morfologia externa. En esta
ocasion el autor considera R. flavirostris y R. oxyptera como especie separadas,
principalmente por tener diferentes patrones de espinulaciéon en la regiéon caudal,
pero no incluyé una comparacion con la anteriormente descrita R. chilensis. Delfin
(1902) proporcionan la descripcion de una nueva especie, Raja latastei, basado en un
macho (mm LT 795) y una hembra (567 mm LT) de R chilensis provenientes de
Coquimbo. Garman (1913) sinonimza a R. latastei y R. flavirostris ademas de
proporcionar una comparaciéon entre R. oxyptera y R. flavirostris. Los cambios
aparentes en la madurez sexual debido morfologia externa y cambios ontogenético
serfan los causales para separar dos morfotipos de R. chilensis y sugieren la
reubicacién R. flavirostris y R. oxyptera a la misma entidad biolégica. Mas tarde,
Norman (1937) publicé una revision exhaustiva de las rayas (Familia Rajidae) de la
Patagonia argentina, con evidencias que apoyan la hipotesis de Garman; y sugiere que
esta "identidad biolégica" corresponderia R. flavirostris e incluye R. chilensis como un
sinébnimo senior. Interesante, De Buen (1959) proporcioné una descripcién y
comparaciones de las rayas hocicudas en Chile utilizando muestras (machos y
hembras) desde la localidad tipo R. chilensis; y concluye que R. flavirostris, R. latastei y
R. oxyptera debe ser sindnimos de R. chilensis ampliando la descripcién original de

Guichenot con diferentes morfotipos. Las observaciones de De Buen fueron apoyadas
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por Leible (1984, 1987) y Leible et al. (1990), quienes describen a R. chilensis como
una especie polimoérfica, distinguiendo al menos tres claras morfotipos diferentes en
el centro y sur de Chile, lo que ha sido confirmado por Pequefio & Lamilla (1985),
Pequefio (1989), y Lloris & Rucabado (1991). Siguiendo el principio de prioridad del
Codigo Internacional de Nomenclatura Zoolégica (ICZN), es recomendable el uso y la
aplicacion del nombre de R. chilensis en lugar de R. flavirostris, a la entidad bioldgica
reconocida como ‘raya volantin' en aguas chilenas; sin tener en cuenta las
recomendaciones de Menni & Stehmann (2000), quienes plantean el cambio de
ranking y combinacién (articulo 23c ICZN, 1968) y el poder plenario (articulo 79b,
ICZN 1968) para considerar a R. chilensis como sinénimo senior de R. flavirostris.

El andlisis filogenético proporcionado por McEachran & Dunn (1998), propone
la elevacion del subgénero Dipturus (anteriormente bajo Raja) a nivel de género
mediante el uso de caracteres morfologicos internos y externos dentro de la Familia
Rajidae, tal como fue sugerido inicialmente por Stehmann (1970). Recientemente, Last
& Yearsley (2002), han resucitado a Zearaja como un subgénero (anteriormente bajo
Dipturus); mientras que Last & Gledhill (2007) elevan a Zearaja como género sobre la
base de las caracteristicas clave de la anatomia externa e interna del clasper. Como
consecuencia, la combinacién Zearaja chilensis (Guichenot 1848) es valida a la fecha, y
se sugiere la reubicacién de Raja latastei, R. flavirostris y R. oxyptera como sin6nimos

janior.
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Figura 10 (pagina siguiente) Morfotipos descritos para Zearaja chilensis. A
Descripcion original, hembra, 750 mm LT, Chile (Philippi 1982). B macho maduro,
975 mm LT, Chile (Delfin, 1902). C macho adulto, Argentina (Norman, 1937). D macho
inmaduro, 374 mm LT, Argentina (Bigelow & Schroeder, 1958). E macho maduro,
Argentina (Lloris & Rucabado, 1991). F Hembra, Islas Malvinas (Bizikov et al., 2004).
G Hembra, 690 mm LT, Los Vilos (Chile) (Melo et al., 2007). H Hembra madura, 770

LT, Valdivia (Chile).
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Raya espinosa Dipturus trachyderma (Krefft & Stehmann 1975)
Orden RAJIFORMES Berg 1940
Familia RAJIDAE Blainville 1816
Genero Dipturus Rafinesque 1810

Dipturus trachyderma Krefft & Stehmann 1975 (Figura 11)

Raja (Dipturus) trachyderma; Krefft & Stehmann, 1975 (Descripcién original);

Krefft, 1978; Leible & Stehmann, 1987; Leible, 1988; Pequefio, 1989; Lloris &
Rucabado, 1991; Pequefio & Lamilla, 1993; Lopez et al., 1996; Bizikov et al., 2004.

Raja trachyderma; Menni & Gosztonyi, 1977; Menni & Gosztonyi, 1982; Séret, 1989;
Sielfeld & Vargas, 1992; Sielfeld & Vargas, 1999; Gili et al., 1999; Buschmann et al.,
2005; Thiel et al., 2009.

Dipturus trachydermus; Lopez et al, 1989; Compagno, 1999; Knoff et al, 2001b;
Knoff et al, 2002; Oyarzun et al., 2003; Knoff et al., 2004; Cedrola et al., 2005;
Compagno, 2005a; Kyne & Simpfendorfer, 2007; Lamilla & Massa, 2007; Menni &
Lucifora, 2007; Reyes & Torres-Flores, 2008; Muniz-Pereira et al., 2009; Quiroga
et al,, 2009; Kyne & Simpfendorfer, 2010; Menni et al., 2010.

Dipturus trachyderma; Stehmann, 1978; Menni et al., 1984; Mould, 1997; McEachran
& Dunn, 1998; Menni & Stehmann, 2000; Cousseau et al., 2000; Gomes & Picado,
2001; Soto & Mincarone, 2001; Knoff et al., 2001a; Nion et al, 2002; Lamilla &
Saez, 2003; Smith et al, 2004; Compagno, 2005b; Lamilla, 2005; Lamilla &
Bustamante, 2005; Céspedes et al., 2005; Lamilla et al., 2006; Licandeo et al,

2006; Bovcon & Cochia, 2007; Ebert & Compagno, 2007; Cousseau et al., 2007;



-163 -

Licandeo et al.,, 2007; Melo et al., 2007; Jeong & Nakabo, 2008; Arkhipkin et al,
2008; Diaz de la Astarloa et al., 2008; Domingo et al., 2008; Lamilla et al., 2008;
Quiroz et al., 2008; Santos et al., 2008; Géngora et al., 2009; Mabragafia et al,,
2009; Lamilla et al., 2010; Quiroz et al., 2010; Estalles et al.,, 2011; Lamilla &
Flores, 2011; Lamilla et al,, 2011; Mabragaia et al., 2011a; b; Moreira et al., 2011;
Perier et al., 2011; Queirolo et al, 2011; Sdez & Lamilla, 2012; Arkhipkin et al,
2012; Concha et al,, 2012; Lamilla et al., 2012a;b; Bovcon et al., 2013; Bustamante

etal, 2014 a,b.

La raya espinosa Dipturus trachyderma fue descrita por Krefft & Stehmann (1975)
(Figura 11a), utilizando un macho inmaduro de 1,135 mm TL como holotipo. Este
espécimen fue recogido durante los cruceros de R/V "Walter Herving" a América del
Sur en 1971, frente al sur de Argentina (49° S, 60° 52' W) en el borde de la plataforma
continental externa entre 195 y 200 m de profundidad. Los autores proporcionaron
informacién general acerca de la morfologia externa, neurocrdneo y cintura pélvica.
Teniendo en cuenta que el espécimen tipo es un juvenil inmaduro, la descripcion de
los caracteres sexuales secundarios esta ausente, es decir, clasper y patrones de
espinulacion. Muestras adicionales fueron colectadas en aguas argentinas, pero por
desgracia y debido al gran tamafio de estos animales, solo las mediciones externas
generales son registradas (por ejemplo, TL) y, en algunos casos, algunas partes del
cuerpo fueron preservadas (Menni & Gosztonyi 1977, 1982). Por ejemplo, una hembra
gravida de 2370 mm LT fue capturado de la plataforma patagénica en Argentina, lo

que habria contribuido a la biologia reproductiva de las especies, pero sélo la longitud
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total fue informada. En 1987, Leible & Stehmann (Figura 11b) describen la especie a
partir de muestras de aguas Chilenas. Incluso con algunos ejemplares incompletos,
los autores fueron capaces de proporcionar una descripcion detallada de neurocraneo
y cintura pélvica, incluyendo informacién meristica, morfométrica, asi como
variaciones de forma y escamacion. Ademas, Leible & Stehmann (1987)
proporcionaron la primera descripcidn del cartilago escapulo-coracoide y morfologia
externa e interna de clasper. Por desgracia y desde entonces, ninglin otro estudio ha
abordado caracteres morfoldgicos. Aunque, informacién general adicional sobre de la
demografia se puede encontrar en listados y guias de campo (Lloris & Rucabado,
1991; Cousseau et al, 2000; Bizikov et al, 2004; Lamilla & Bustamante, 2005;

Cousseau et al., 2007).

Figura 11 (pdgina siguiente) Morfotipos descritos para Dipturus trachyderma. A
Descripcion original, hembra, 1135 mm LT, fuera de Argentina (Krefft & Stehman,
1975). B Macho, 2000 mm LT, Chile (Leible & Stehmann, 1987). C Macho, 2075 mm
LT, Canal Beagle (Lloris & Rucabado, 1991). D Hembra, Islas Malvinas (Bizikov et al.,

2004). E Hembra, 780 mm LT, Los Vilos (Chile) (Melo et al., 2007).
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Caracteristicas generales

Diagnosis - Zearaja chilensis se caracteriza por la combinaciéon de los siguientes
caracteres: disco mas amplio que largos, margenes anteriores ondulados y dngulos
exteriores obtusamente puntiagudos. Cartilago rostral largo y fuerte con un rostro de
color amarillo-blanco. Superficie dorsal del disco de color marrén oscuro, ocelos estan
presentes en cada aleta pectoral. Lado dorsal del disco liso, con denticulos esparcidos
irregularmente por todo el cuerpo, espinas en la serie orbital, rostro, nuca, cola; y alar
y malares (en machos). Superficie ventral con areas blanquecinas y de color marron,
margenes posteriores del disco de color marrén rojizo; la mayor parte del disco, las
aletas pélvicas y la cola de color palido a marrén claro. Espinas alares bien
desarrolladas con 1 - 3 filas de cada aleta pectoral. Cola con 1 - 3 filas (una mediana y
dos laterales) en los machos, y hasta 5 filas en las hembras con un maximo de 47
espinas; 1 a 5 espinas interdorsales. Filas de dientes en la mandibula superior 30 - 46.

Dipturus trachyderma se caracteriza por la combinaciéon de los siguientes
caracteres: disco ampliamente rémbico con esquinas exteriores agudas; margen
anterior del disco céncavo y convexo en el margen posterior con el angulo interno
redondeado a nivel de las aletas pélvicas. Hocico duro, largo y puntiagudo. Superficie
dorsal del disco de color marrén oscuro y sin un patrén u ocelos notorios; sélo los
poros mucosos son de color negro. Superficie ventral tan oscura como la parte dorsal,
de color marron rojizo en los margenes posteriores del disco; hendiduras branquiales
y cloaca de color blanco cremoso. Ambos lados dorsal y ventral, completamente

cubiertos por denticulos dérmicos, por la excepcion del vientre que es liso. Espinas
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oculares y espiraculares presente pero la espina nucal esta ausente y no hay otras
espinas en el disco. Espinas alares muy bien desarrolladas con 4 - 5 filas en cada aleta
pectoral. Cola con 1 - 3 filas (una mediana y dos laterales) en los machos y hasta 5
filas en hembras con un maximo de 43 espinas; 1 a 4 espinas interdorsales. Filas de

dientes en la mandibula superior 36 - 44.

Tamarnio del cuerpo - Las mediciones corporales se utilizan por lo general como un
punto de referencia biolégico y como proxy para discriminar especies de la mayoria
de los estudios de taxonomia, crecimiento, madurez sexual, tamafio maximo y
estructura de la poblacion (Francis, 2006). Hubbs & Ishiyama (1968) encontraron que
varias especies de rayas cominmente difieren en el tamaiio relativo de muchas partes
de la cabeza, tronco, cola y aletas, asi como entre sexos. Como consecuencia,
investigadores han utilizado una variedad de mediciones haciendo la comparacién
entre los estudios casi imposible, y en algunos casos lleva a la comparacién de datos
no- validos y conclusiones incorrectas (De Buen, 1959; Francis, 2006; Last et al,
2008b).

Diversos autores han estandarizado un numero discreto de las medidas
corporales que deben ser utilizadas por investigadores para describir un espécimen o
una nueva especie, con el fin de ser adecuado para las comparaciones. Hubbs &
Ishiyama (1968), publicaron y definieron un gran nimero de medidas del cuerpo
(aproximadamente 76); incluyendo el disco, cola, aletas, cabeza, tronco y zonas
craneales. Ademas, recomiendan el uso del ancho de disco (DW) como la variable

independiente cuando se calculan las proporciones relativas de las medidas del
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cuerpo de las rayas debido a la alometria negativa de la longitud de la cola como parte
de la longitud total (TL). Hulley (1970) utilizo la longitud total como la medicién de
referencia estandar para las proporciones del cuerpo, que tiene una mayor variacion
encontrada en las proporciones cuando se utiliz6 el ancho del disco. Stehmann (1970)
también prefiere longitud total sobre el ancho del disco como la mediciéon de
referencia para rajoideos. Templeman (1973) a través de mediciones repetidas en
animales frescos indica que el ancho del disco es muy variable, y esto es diferente
cuando los peces se miden en diferentes estados y por diferentes observadores. En
material preservado, el DW depende de la forma en la que se ha conservado la
muestra y destaca la importancia de hacer mediciones cuando el animal aln esta
fresco. Mas tarde, Francis (2006) revis6 los métodos utilizados para la medicién
corporal en condrictios, y recomienda el uso de la longitud total como referencia en
batoideos. Consciente de la necesidad de una metodologia estandar para medir las
rayas, Last et al (2008b) proponen una lista resumida de 46 mediciones (y
definiciones) y recomiendan el uso de la longitud total como referencia del tamafio del
cuerpo.

La longitud total se ha utilizado por la mayoria de los investigadores como la
variable independiente en la descripcién de la morfometria de especies de rayas, y se
considera como una norma adecuada para todos, excepto en individuos muy
pequefios. Segun Templeman (1987), la alometria negativa extrema de la longitud de
la cola reduce la eficacia de la norma longitud total en rayas pequefias o embriones. En
la mayoria de los casos, s6lo algunas de las mediciones del cuerpo se toman en los

estudios publicados y éstos, por lo general, no son comparables debido a la utilizacion
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de la longitud total (TL) o la anchura del disco (DW) como referencia. Y las rayas
hocicudas nos no estan ajenas a este problema: un total de 7 estudios han
documentado morfometria (entre 13 y 23 variables) para Z. chilensis (Philippi, 1982;
Delfin, 1902; De Buen, 1959; Menni, 1973; Pequefio & Lamilla, 1985; Leible, 1987;
Lloris & Rucabado, 1991) y sélo tres para D. trachyderma (entre 15-20 mediciones)
(Krefft & Stehmann, 1975; Leible & Stehmann, 1987; Lloris & Rucabado, 1991). Sin
embargo, estos autores utilizan una variedad de medidas como descriptores del
cuerpo y no sélo utilizan la longitud total como referencia, lo que hace practicamente
imposible la comparacién entre los estudios.

El tamafio minimo y maximo reportado para Z. chilensis es de 156 mm y 1580
mm LT, respectivamente, donde las hembras crecen tamafios mas grandes que los
machos (Norman, 1937; Bahamonde, 1953; De Buen, 1959; Leible, 1987; Fuentealba
& Leible, 1990; Leible et al.,, 1990;, Garcia de la Rosa, 1998; Cousseau et al., 2000,
2007; Gomes & Picado, 2001; Cedrola et al., 2005; Licandeo et al., 2006; Licandeo &
Cerna, 2007; Paesch & Oddone, 2008; Estalles et al., 2011; Lamilla et al., 2012 a, b;
Bustamante et al, 2012). Sin embargo, Dipturus trachyderma alcanza tamafos
mayores a Z. chilensis, con un tamafio maximo reportado de 2540 mm LT para
hembras y 2320 mm LT para machos en océanos Atlantico y Pacifico (Leible &
Stehmann, 1987; Cousseau et al., 2000; 2007; Gomes & Picado, 2001; Cedrola et al,,
2005; Licandeo et al.,, 2007; Lamilla et al, 2012 a, b). Koen Alonso et al. (2001),
sugieren tamafio mayores a los reportados para Z. chilensis (hasta 1500 mm TL), con
una talla maxima de 2480 mm de LT para hembras y 2220 mm LT para machos, pero

teniendo en cuenta el rango de tamafio global y las caracteristicas externas (Leible,
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1987; Cedrola et al,, 2005; Iglesias et al., 2010; Estalles et al, 2011), estos ejemplares
podrian ser una identificacion errénea de D. trachyderma en aguas argentinas.

Coloracién - En batoideos el color de la superficie dorsal es generalmente marron, gris,
negro, o amarillento; pero los colores rojo, azul, y verde también se producen en la
piel dorsal en algunas especies; aunque la piel ventral generalmente es de color mas
claro y sin manchas (Kemp, 1999). Ishiyama (1958b) evalué la importancia
sistematica del color en rayas de Japdn, y su relaciéon con su distribucién geografica.
Multiples factores tienen que ser considerados antes de asumir que las variaciones de
color son resultado de cambio intra-especificos y ontogenéticos, tal como si el color
del tegumento es uniforme o irregular, la variacion de la superficie dorsal y ventral
cuando esta fresco y conservado, la presencia de marcas de color o patrones de
colores en cualquiera de las superficies del cuerpo, y la presencia de ocelos pectoral.
En general, el patrén de color en las rayas puede reflejar cambios de habitat en ambos
rangos, horizontal y vertical, llegando a la conclusiéon de que las variaciones inter-
especifica de color, se debe principalmente a factores ambientales
independientemente de la relacion filogenética. Hubbs & Ishiyama (1968),
establecieron que la coloracién del cuerpo es una caracteristica importante a revisar
en nuevas especies, seflalando que el patrén de color en diferentes areas a menudo
diagndstico y sugiere la evaluaciéon de ambos dos lados por separado, el ventral y el
dorsal. Las observaciones del color del disco a nivel dorsal debe incluir el hocico,
craneo, aleta pectoral (es decir, la presencia o ausencia de ocelos), el tronco y las areas

de cola, incluyendo las aletas dorsales y caudal. Las observacién disco ventral deben
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incluir la boca, hendiduras branquiales, aletas pectorales, pélvicas y de la cola, asi
como los poros sensoriales especialmente desarrollados alrededor de la cabeza.

La coloracién de Zearaja chilensis es de color rojo-marrén cuando esta fresca,
por lo general con manchas oscuras irregulares en cara dorsal que puede desaparecer
después de unas horas. Ambos lados del cartilago rostral son amarillentos o
translucidos; y en algunos individuos un gran ocelo circular esta presente en la base
de cada aleta pectoral. El disco ventral es de color marrén con el abdomen de color
blanco cremoso; las aletas pélvicas son de color blanco en la base y rojizo alrededor de
los bordes. Los numerosos poros mucosos son de color negruzco y estan presentes en
la superficie ventral. En los machos adultos, la seccién del terminal del clasper tiene
un color rojizo-marrén mas claro (Norman, 1937; De Buen, 1959; Leible, 1987; Lloris
& Rucabado, 1991; Bizikov et al., 2004; Cousseau et al., 2007).

En Dipturus trachyderma, la superficie dorsal es de color marrén oscuro
uniforme y sin un patrén discernible aunque los poros mucosos son de color negro.
Los ocelos estan ausentes en las aletas pectorales. La superficie ventral es de color
oscuro/negruzco en areas grandes, en parte debido a la cobertura con capa mucosa
secundaria; el color de fondo es de color marrén oscuro, especialmente en los
margenes posteriores de disco, el abdomen, la pelvis, 16bulos posteriores y parte
inferior de la cola. La mandibula, hendiduras branquiales y cloaca estan marcadas de
color blanco cremoso. Los poros ventrales estan marcados aunque son indistintos
debido al color de fondo oscuro. En los machos adultos, la secciéon del terminal del
clasper tiene un color rojizo-marrén mas claro (Krefft & Stehmann, 1975; Leible &

Stehmann, 1987; Lloris & Rucabado, 1991; Cousseau et al., 2000, 2007). Aunque
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algunas variaciones de color se podrian ser observados debido al crecimiento del
cuerpo, dimorfismo sexual y los cambios ambientales (Ishiyama, 1958b; Leible 1988).
Denticulos dérmicos - Los denticulos dérmicos o escamas placoideas son una
caracteristica de la piel de los elasmobranquios y holocéfalos; los que cubren todo te
cuerpo en los tiburones pero por lo general se distribuyen en forma discontinua en
batoideos y quimeras (Reif, 1985; Kemp, 1999). Los denticulos dérmicos consisten en
una placa basal (BP) incrustado en la dermis, un cuello que conecta la BP a la corona y
una corona espinosa expuesta (Kemp, 1999). En general, la morfologia de los
denticulos dérmicos puede diferir drasticamente entre especies e incluso regiones del
cuerpo; y por lo general estdn asociados a roles funcionales incluida la proteccién
contra depredadores, la reduccién de la abrasién mecanica y arrastre (Reif, 1985;
Bushnell, 1991; Raschi & Tabit, 1992; Lang et al, 2012). Las rayas tienen una
impresionante variedad de denticulos dérmicos en el disco dorsal y ventral, sobre
todo alrededor de la cabeza, el tronco, las aletas pectorales y pélvicas, y la cola. Los
denticulos mas pequeiios, llamados espinulas (o ‘prickles’ en Ingles) tienen menos de
2 mm de longitud y pueden cubrir bien el dorsal, ventral o ambas superficies del disco
(Ishiyama, 1958; Stehmann & Biirkel, 1984; Leible, 1988; Deynat, 2000a; Gravendeel
et al., 2002). Los denticulos de mediano tamafio, conocidas como espinas (o ‘thorns’),
son mas grandes a 3 mm y tienen un BP circular o en forma de estrella. Las espinas
estan situadas generalmente en la superficie dorsal y se pueden separar en serie
segun la region del cuerpo, es decir, serie orbital, rostral, nucal, escapular y caudal
(Hubbs & Ishiyama, 1968; Stehmann & Biirkel, 1984; Gravendeel et al., 2002). La

distribucién, nimero y el borde de la BP en las espinas son por lo general, de caracter
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diagnostico para la identificacion de especies (Hubb & Ishiyama, 1968; Leible, 1988;
Gravendeel et al., 2002, Last et al, 2008b). Las rayas tienen también, un caracter
sexual secundario basado en denticulos dérmicos y presente en los machos adultos:
una serie de denticulos grandes y curvados llamados ganchos, especificamente en la
region malar y alar, que puede diferir entre las especies en numero de filas
transversales y longitudinales. Los ganchos alares son eréctiles y se agrupan cerca de
los margenes pectorales, mientras que los ganchos malares no son eréctiles y estan
alineados cerca del margen del disco a la altura de los ojos (Bigelow & Schroeder,
1953; Hubb & Ishiyama, 1968). Las espinas caudales y otros denticulos dérmicos, han
sido utilizados en estudios taxon6micos y filogenéticos para discriminar especies de
rayas actuales y fésiles (Stehmann & Biirkel, 1984; Gravendeel et al, 2002).
Recientemente, las espinas caudales también se han utilizado para estimar la edad
algunas rayas a nivel mundial (Gallagher & Nolan, 1999; Henderson et al., 2004;
Gallagher et al., 2006; Davis et al., 2007; Matta & Gunderson, 2007; Moura et al,
2007). Sin embargo, se han publicado pocas investigaciones en cuanto a la morfologia
de los denticulos dérmicos y sus variaciones con fines taxondémicos y filogenéticos
(Deynat & Seret, 1996; McEachran & Konstantinou, 1996; Deynat, 1998; 2000a,b).

En general, todo el cuerpo de las rayas hocicudas se encuentra cubierto con
denticulos dérmicos aunque el disco dorsal es mas aspero que el lado ventral (Leible,
1988); Dipturus trachyderma se caracteriza por tener ambos lados, dorsal y ventral,
totalmente cubiertos de espinulas cuando son maduros con la excepcion de un parche
suave alrededor del estomago (Krefft & Stehmann, 1975; Menni & Gosztonyi, 1977;

Leible & Stehmann, 1987). Sin embargo, Zearaja chilensis tiene un cuerpo



-174 -

relativamente suave excluyendo zona rostral, con escasas espinulas en la superficie
dorsal y sin denticulos notables en el disco ventral. En Tabla 9 se muestra el nimero
de espina y su distribucion en las diferentes zonas del cuerpo para las rayas hocicudas
presentes en Chile, aunque algunos valores pueden variar segun el sexo y el estado de
madurez. Por ejemplo, la presencia de la serie alar en machos maduros la que es
utilizada durante el apareamiento para mantener a la hembra, mientras que las
hembras madura tienden a tener mas espinas en la zona caudal que los machos
(Leible, 1988). Ademas, la presencia de una espina nucal en Zearaja chilensis se ha
considerado como un caracter diagnostico que puede separarlo de Dipturus
trachyderma, la cual no tiene ninguna espina en la serie nucal (Leible, 1987). Mas
tarde, el mismo autor reconoce que Z. chilensis es una especie polimorfica destacando
que la espina nucal no siempre estd presente, y no se debe tener en cuenta su
presencia como una caracteristica diagnostica de la especie (Leible et al., 1990). Sin
embargo, este hecho ha sido ignorado en varias guias de campo (Cousseau et al., 2000;
Lamilla & Saez, 2003; Lamilla & Bustamante, 2005; Cousseau et al., 2007; Siez &
Lamilla, 2012) lo que aumenta la incertidumbre en la identificacion rapida de

especies.

Denticién - La morfologia dentaria ha sido ampliamente utilizada en estudios
taxonomicos, bioldgicos y fésiles de peces cartilaginosos (Herman et al, 1994; 1995;
1996; Kemp, 1999; Adnet & Cappetta, 2001; Lamilla & Saez, 2003; Sdez & Lamilla,
2012). La investigacion aplicada relacionada a dientes de batoideos ha entregado la

descripcion completa de la morfologia dental (Feduccia & Slaughter, 1974; Du Buit,
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1978; Pequeno & Lamilla, 1979; 1985; Lamilla, 1986; Leible, 1987; 1988; Zorzi &
Anderson, 1988; Lamilla & Meléndez, 1989; Herman et al,, 1994; 1995; 1996; Lamilla
et al., 1995; Lamilla & Saez, 2003; Sdez & Lamilla, 1997; 2004; Delpiani et al., 2012),
en lugar de proporcionar informaciéon de cuanto al numeros, organizacién, mal-
formaciones y dimorfismo sexual, considerando la adaptacién ontogenética de los
dientes en peces cartilaginosos (Motta, 2004). La morfologia dental puede variar
dentro de una especie y estos cambios pueden estar relacionados con el tamafio del

cuerpo, la preferencia de la dieta, la madurez sexual y el sexo (Bigelow & Schroeder,

1953; Leible, 1988).

Tabla 9 Variaciéon en el nimero de denticulos dérmicos en la raya volantin Zearaja
chilensis y la raya espinosa Dipturus trachyderma (Modificado de Guichenot, 1848;
Philippi, 1892; Delfin, 1902; Norman, 1937; De Buen, 1959; Menni, 1973; Leible, 1987;

Leible & Stehmann, 1987; Lloris & Rucabado, 1991; Bizikov et al., 2004).

Rango
Serie Z. chilensis D. trachyderma
Orbital 1-9 1-7
Espiracular 1-2 n/at
Nucal 0-1 0
Alar 9-33 17 - 48
Filas alares 1-3 4-5
Caudal 10 - 47 11-43
Interdorsal 1-5 0-4

Filas caudales 3-5 3-5
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T No existe informacion disponible en la literatura mencionando esta serie.

Poco se conoce sobre la denticiéon de Z. chilensis y D. trachyderma. La literatura
disponible se limita a descripciones de ‘varias filas de dientes’, que van desde 30 hasta
46 filas en Z. chilensis (Philippi, 1892; Delfin, 1902; Norman, 1937; Leible, 1987; 1988)
y 36 a 44 filas en el caso de D. trachyderma (Krefft & Stehmann, 1975; Leible &
Stehmann, 1987; Lloris & Rucabado, 1991). Leible (1987) describe el dimorfismo
sexual dentario de Z. chilensis, con dientes afilados y cénicos (con punta) en rayas
macho maduras mientras que las hembras tienen una forma ovalada y roma. El
dimorfismo dentario se ha asociado a los hdabitos de alimentacién (Feduccia &
Slaughter, 1974) y al comportamiento reproductivo (McEachran, 1977). Aunque no se
han publicado mas estudios en relaciéon con la morfologia dental o férmulas dentales
para rayas hocicudas en América del Sur, dos caracteristicas ampliamente utilizadas

como caracteres diagndsticos en peces cartilaginosos.

Componentes esqueléticos - Los elasmobranquios generalmente comparten
caracteristicas externas que hacen que la identificacién de especies dificultosa, sobre
todo en los primeros estados de vida (Ishiyama, 1958b). Los estudios de la anatomia y
sistematica de batoideos han revelado una variacion significativa entre los sistemas
anatémicos (Compagno, 1977; Miyake, 1988; Miyake & McEachran, 1991) y sobre
todo en el neurocraneo, cintura pectorales y pélvicas, y en los érganos reproductores
masculinos; los que proporcionan caracteres diagnodsticos utiles (Ishiyama & Hubbs,
1968; Hulley, 1970; Stehmann, 1970; Hulley, 1972; McEachran, 1982; 1983). Segin

[shiyama (1958b), diferencias en los componentes esqueléticos del clasper
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proporcionan excelentes caracteristicas sobre la relacion filogenética dentro de los
grupos genéricos y a nivel de especie; ademas de proveer un analisis discriminante
entre especies estrechamente relacionadas. El clasper es el caracter principal usado
para resucitar a Zearaja a nivel de género (Last & Yearsley, 2002), y ha sido utilizado
para trasladar otras especies del genero Dipturus a este nuevo género (Last & Gledhill,
2007). Diferencias externas de morfologia del clasper son notorias entre rayas
hocicudas; Por ejemplo, el escudo (‘shield’) es corto y robusto en Zearaja pero es largo
y delgado en Dipturus; y el 16bulo distal es espatulado en Zearaja y es redondo en
Dipturus. Internamente, los claspers pueden diferir en sus componentes estructurales
por la presencia o ausencia de cartilagos (Lasy & Gledhill, 2007). Menni (1971)
describié los componentes internos de la clasper de Zearaja chilensis y més tarde, fue
complementado por Leible (1987), con una comparacién anatémica externo. Sin
embargo, la presencia del cartilago accesorio terminal 1 (atrl) fue reportado
erréneamente por Menni (1971) y Leible (1987), aunque en Zearaja no existe una
estructura equivalente (Last & Gledhill 2007). Leible (1987) también describi6 el
neurocraneo, cintura pélvica y el escapulo-coracoide, y ha sugerido variaciones intra-
especificas entre las poblaciones de rayas hocicudas chilenas, destacando la necesidad
de una mayor investigacion. Para Dipturus trachyderma, las primeras observaciones
taxonoémicas fueron proporcionados en las descripciones originales (Krefft &
Stehmann, 1975), aunque Leible & Stehmann (1987), incluyen una descripcion
detallada de las estructuras externas e internas, como el neurocraneo, cintura pélvica,
escapulo-coracoide y claspers; reportando la presencia del atrl y centinela

(‘sentinel’), ambas estructuras ausentes en especies de Zearaja. Moreira et al. (2011)
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encontraron diferencias en el neurocraneo, escapulo-coracoide y clasper entre
Dipturus trachyderma y D. menni, soportando la presencia de dos especies diferentes
teniendo en cuenta que algunos especimenes de D. menni se identificaron
originalmente como D. trachyderma (Gomes & Picado, 2001). Por otra parte, Leible
(1988) realizo una revision sobre la taxonomia de batoideos de América del Sur (y sus
meétodos de estudio), destacando el hecho de que la mayoria de las especies tienen
una variaciéon morfolégica marcada principalmente relacionado a diferencias sexuales
o relacionadas a la madurez sexual. Teniendo en cuenta que no se han realizado
estudios adicionales con respecto a la morfologia clasper (y otros componentes
esqueléticos) en los ultimos 25 afios; y la importancia relativa de estas estructuras
para ayudar en los estudios filogenéticos, se considera necesaria una revision de los

componentes del esqueleto interno de las rayas hocicudas de Suramérica.

Cdpsulas de huevos - La gran variedad de modos de reproducciéon que se encuentran
en los peces elasmobranquios incluyen desde la oviparia a diferentes formas de
viviparidad (Hamlett, 2005). La oviparia se caracteriza por que los huevos fertilizados
son encapsulados en una estructura compleja. Estas capsulas (o huevos) se utilizan
para proteger los embriones durante el desarrollo (Hamlett & Koob, 1999). La
morfologia de estas capsulas se considera que son género- y especie- especificas
(Ishiyama, 1950; 1958a; Ebert, 2005; Ebert & David, 2007; Ishihara et al., 2012).
Varios autores han sefialado que la morfologia de las capsulas en rayas no solo es util
para la identificacion de especies, sino también para determinar relaciones

filogenéticas entre familias y érdenes (Ishiyama, 1958a; Ishihara, 1990; Ishihara et
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al., 2012). Las variaciones de la morfologia en las capsulas de huevos también pueden
indicar diferencias en el habitat de donde se depositan (Ebert et al, 2006) e
informacién sobre la estrategia reproductiva de la especie (Dulvy & Reynolds, 1997;
Didier, 2004; Kyne y Simpfendorfer, 2010).

El uso de capsulas de huevos de rayas como una caracteristica taxonémica para
la identificacién de especies y para estudios sistematicos, ha sido documentado para
numerosas especies (Ishiyama, 1958a; b; Hubbs & Ishiyama, 1968; Ishiyama & Hubbs,
1968). Sin embargo, siempre se requiere la identificaciéon previa de las capsulas
provenientes de hembras previamente identificadas, para evitar suposiciones
incorrectas (tipo 'quien puso a quien') dentro de las especies co-ocurrentes y
conspecificas. A menudo, estos supuestos no tienen en cuenta la posibilidad de
especies no- residentes y por lo tanto, requieren descripciones de los huevos en el
utero garantizar la identificacion adecuada de las especies (Ebert & Davis, 2007).

Las capsulas de huevos en las rayas hocicudas son generalmente de forma
rectangular con un proceso quitinoso en cada esquina (Mabragaia et al., 2011b). Las
capsulas de Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma se han descrito a partir de
muestras del Atlantico sudoccidental (Paesch & Oddone, 2008; Mabragafa et al,
2011b) y desde el sureste del Pacifico (Concha et al., 2012). En el caso de Z. chilensis,
las capsulas son relativamente grandes, entre 94 a 158 mm de longitud de capsula
(CL) y entre 64 a 76 mm de ancho de capsula (CW). La capsulas de huevo de D.
trachyderma es una de las mas grades entre los peces cartilaginosos (Mabragafia et al.,
2011b; Concha et al., 2012), alcanzando hasta 197 - 230 mm LCy 100 - 163 mm CW.

La capsula de Z. chilensis es de color marrén oscuro con una superficie lisa, finamente
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estriado y sin bordes notorios; mientras que D. trachyderma tiene un color dorado-
marron con bordes bien desarrollados y una fuerte quilla lateral, similar a la forma de
las especies de la Dipturus del Hemisferio Norte. Por ejemplo, de la raya gigante
Dipturus gigas (Ishiyama, 1958), la raya hocicuda Dipturus oxyrinchus (L. 1758)
(Ishiyama, 1958b). Sin embargo, la capsula de D. trachyderma tienen cuernos mas
pequefios, situados mas cerca de la zona terminal de borde anterior cuando se
compara con las capsulas Z. chilensis (Concha et al., 2012). Las rayas hocicudas del sur
de Sur América son oviparas, con una capsula por oviducto a la vez (Mabragaiia et al.,
2011b; Concha et al,, 2012), y una sincronia sintética marcada en la actividad de las
glandulas nidamentales, similar a lo que ha sido documentado en otros rajoideos

(McEachran & Aschliman, 2004; Ebert & Compagno, 2007).

Inventarios bioldgicos - Teniendo en cuenta que Zearaja chilensis fue descrita en 1848
(como Raja chilensis), los registros reales de su presencia en Chile fueron escasas
durante los 50 afos siguientes, y sélo se hizo conocido después de 1900 como
consecuencia de la actividad pesquera. Varios autores han documentado la Zearaja
chilensis en el Pacifico sur y el Atlantico sur, en primer lugar como Raja flavirostris
durante 1900-1960 (Delfin, 1900; 1902; Lonnberg, 1907; Garman, 1913; Gotschlich,
1913; Quijada, 1913; Fowler, 1926; Norman, 1937; Oliver, 1943; De Buen, 1957). En
aguas chilenas, los listados de verificacion y guias de identificacion en terreno han
informado de la presencia de Raja chilensis (De Buen, 1959; 1960; Bahamonde &
Pequefio, 1975; Pequefio, 1977; 1989). Pequefio (1989) también incluy6 a Dipturus

trachyderma dentro de la ictiofauna Chilena. La presencia de ambas rayas hocicudas,
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ha sido documentada por Pequefio & Lamilla (1993), Sielfeld & Vargas (1999), Lamilla
& Saez (2003), Lamilla & Bustamante (2005) y Bustamante et al. (2014 a, b). En el
suroeste del Atlantico Zearaja chilensis ha sido reportada en listas sistematicas y guia
de campo para los peces marinos de Argentina y Uruguay por Ringuelet & Aramburu
(1960), Lopez (1963), Stehmann (1978), Menni et al. (1984), Lopez et al. (1989;
1996), Lloris & Rucabado (1991), Nion et al. (2002), Bovcon & Cochia (2007) y Ruarte
et al. (2009). Posteriormente, Menni & Lucifora (2007), Cousseau et al. (2000; 2007) y
Perier et al. (2011) incluyeron ambas rayas, Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma,
como parte de la fauna de condrictios de Argentina y Uruguay, mientras que Bizikov et
al. (2004) incluyé como parte de las Islas Malvinas. En Brasil, la presencia de D.
trachyderma se realiza indirectamente a través de listas taxondémicas (Gomes &
Picado, 2001) y estudios de parasitos (Knoff et al., 2001a; b; 2002; 2004). Reportes
adicionales de Z. chilensis y D. trachyderma se encuentran en lista de verificacién
mundiales, tales como Mould (1997), Compagno (1999), Smith et al. (2004),
Compagno (2005a, b), Ebert & Compagno (2007), Kyne & Simpfendorfer (2007;
2010) y Thiel et al. (2009). Entre 1989 y 2010, varios autores emplearon una mala
combinacion especifica (D. trachydermus) y un afo incorrecto (1974) para Dipturus
trachyderma lo que generd confusion en la sinonimia de esta especie en la literatura

(Compagno, 1999; Compagno, 2005a; b; Kyne & Simpfendorfer, 2007; 2010).

Distribucion - El género Zearaja esta restringido al hemisferio sur (Beentjes et al.,
2002; Cousseau et al, 2007; Last & Gledhill, 2007; Bustamante et al., 2014b), mientras

que rayas hocicudas del género Dipturus tiene una distribucién en todo el mundo,
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incluyendo el Caribe (Compagno, 1999; Gomes & Picado, 2001), Atlantico noroeste
(McEachran & Carvalho, 2002; Gedamke et al., 2005; Schwartz, 2012), América del Sur
(Soto & Mincarone, 2001; Lamilla & Bustamante, 2005; Diaz de Astarloa et al., 2008;
Bustamante et al., 2014b), Australasia (Last et al., 2008a, Last & Alava, 2013), Europa
del Este y Africa (Ellis et al., 2005a; b; Ebert & Compagno, 2007; Cannas et al., 2010).
La mayor diversidad de especies de rayas hocicudas no solo se produce en el talud
continental, sino que también estdn presentes en las zonas demersales de la
plataforma continental en todo el mundo (Ebert & Compagno, 2007).

En el sureste del Pacifico, Zearaja chilensis se encuentra en aguas frio-
templadas fuera de Chile entre los 32° Sy 56° S (Figura 128), aunque hay registros
dudosos alrededor de 29° S (Delfin, 1902). La localidad tipo es Bahia Quinteros, Chile
central (Philippi, 1892). La ausencia histérica de registros entre 1848 y 1892 puede
explicarse por el relativo subdesarrollo de las comunidades costeras, quienes
proporcionan la mayor parte de los registros durante los afios siguientes. El rango de
distribucién de Z. chilensis ha sido ampliado considerablemente desde 1900 y
presencia se ha documentado en el centro, sur y zona austral de Chile (Figura 12). La
presencia de Dipturus trachyderma fue documentado por Leible & Stehmann (1987), a
partir de muestras recogidas en el centro y sur de Chile, y su rango de distribucién se
ha ampliado para incluir la Patagonia y Chile Austral (Figura 13). En general, Z
chilensis y D. trachyderma parecen tener la misma distribucion en aguas chilenas (32°
S - 56°S), pero este rango puede no ser preciso teniendo en cuenta que la mayor parte
de los registros documentados provienen de la pesqueria de palangre demersal que

opera en el mismo rango latitudinal. Cruceros pesquero-independientes, que incluyan
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el norte de Chile (al norte del 32° S) son necesarios para confirmar los limites
latitudinales (Bustamante et al., 2012 a). Sin embargo, no hay registros de la presencia
de rayas hocicudas alrededor de la isla ocednica en el Pacifico sudoriental (Andrade &
Pequeiio, 2008).

En el Atlantico suroeste, la presencia de Z. chilensis esta documentada a lo largo
de la costa argentina, a partir de 34° S a 54° §, incluyendo las Islas Malvinas (Figura
12). A diferencia de los registros en Chile, la mayor parte de las observaciones
documentadas se han hecho a través de cruceros cientificos en lugar de puntos o
datos dependientes de la pesqueria (Menni & Stehmann, 2000). Teniendo en cuenta
que D. trachyderma fue descrita desde aguas Argentinas (Krefft & Stehmann, 1975),
durante muchos afios se consideré como restringida al Atlantico sur (Menni &
Gosztonyi, 1977; Menni et al, 1984). La distribuciéon reciente de D. trachyderma
incluye registros al sur del 40° S y alrededor de la Islas Malvinas, co-ocurriendo con Z.
chilensis (Figura 13). Sin embargo, todos los registros provienen desde ambas, aguas
frias-templadas y aguas frias influenciadas por la corriente de Humboldt y de
Malvinas, en el Pacifico y el Atlantico respectivamente; aunque ejemplares de D.
trachyderma han sido registrados al sur de Brasil (Gomes & Picado 2001). Teniendo
en cuenta la ausencia de registros desde el Golfo de San Matias (Argentina) hacia
latitudes bajas y la identificacion errénea de D. mennii en aguas brasilefias (Gomes &
Picado 2001), los registros de D. trachyderma al norte del Rio de La Plata son dudosos
y los especimenes de Brasil podrian corresponder a D. mennii (o de otra especie

cercana relacionada).
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Hdbitat - Los condrictios puede ser uno de los grupos mas exitosos de peces que
habitan en los ecosistemas marinos de todo el mundo, y en esta secciéon se hace
referencia al "habitat' como la distribuciéon batimétrica en lugar de rango latitudinal el
que se ha discutido previamente. Los gradientes térmicos latitudinales se pueden
utilizar para separar el océano en cuatro zonas: zonas tropicales, templado-calidas,
frio-templadas, y polar (Briggs, 1995). Las rayas hocicudas, Z. chilensis y D.
trachyderma, se distribuyen en aguas frio-templadas de América del Sur desde la
plataforma y talud continental de centro de Chile hasta el sur de Brasil, con
profundidad entre 14 y 477 m (Norman, 1937; Leible & Stehmann, 1987; Lloris &
Rucabado, 1991; Garcia de la Rosa, 1998; Agnew et al.,, 2000; Menni & Stehmann,
2000; Gomes & Picado, 2001; Licandeo et al., 2006; Bustamante et al., 2014b). Los
registros de aguas poco profundas, entre el 14 - 100 m de profundidad, son comunes
para Z. chilensis (Menni & Lopez, 1984; Leible et al., 1990; Garcia de la Rosa, 1998;
Concha et al, 2012); aunque D. trachyderma parece ser menos abundante a esta
profundidad. Lloris & Rucabado (1991), reporta la capturara de un espécimen a 20 -
22 m de profundidad en el Canal de Beagle. Cedrola et al. (2005) reportan
profundidades de capturada entre 87 a 97 m en el Golfo San Jorge. En general, D.
trachyderma es mas probable que se encuentre entre 180 m y 350 m de profundidad
(Krefft & Stehmann, 1975; Menni & Gosztonyi, 1977; Bizikov et al., 2004; Lamilla et al.,
2010; Menni et al,, 2010; Arkhipkin et al., 2012), con registros hasta los 400 - 500 m
de profundidad (Leible & Stehmann, 1987; Gomes & Picado, 2001). Sin embargo, Z
chilensis se ha encontrado en profundidades de hasta 450 m (Ojeda, 1983; Menni &

Lépez, 1984; Fuentealba & Leible, 1990; Garcia de la Rosa, 1998), pero es abundante
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entre los 150 y 350 m de profundidad (Menni & Gosztonyi, 1977; Menni & Lopez,
1984; Leible, 1987; Leible et al, 1990; Licandeo et al., 2006; Quiroz et al.,, 2009,

Arkhipkin et al., 2012).

Figura 12 (pdgina siguiente) Distribucion de la raya volantin Zearaja chilensis en Sur
América. Los numeros representan los registros documentados de: (1) Philippi
(1892), (2) Delfin (1902), (3) Lohnnberg (1907), (4) Gotschlich (1913), (5) Norman
(1937), (6) De Buen (1959), (7) Carvajal (1971), (8) Menni (1973), (9) Sadowsky
(1973), (10) Ojeda (1983), (11) Raschi (1984), (12) Fernandez & Villalba (1985),
(13) Leible (1987), (14) Leible et al. (1990), (15) Lloris & Rucabado (1991), (16)
Lucifora et al. (2000), (17) Gomes & Picado (2001), (18) Koen Alonso et al. (2001),
(19) Céspedes et al. (2005), (20) Licandeo et al. (2006), (21) Cousseau et al. (2007),
(22) Licandeo & Cerna (2007), (23) Aburto et al. (2008), (24) Diaz de Astarloa
(2008), (25) Quiroz et al. (2009), (26) Silveira (2009), (27) Arkhipkin et al. (2012),
(28) Bustamante et al. (2012), (29) Deli Antoni et al. (2012), (30) Bustamante et al.

(2014). El circulo oscuro representa la localidad tipo.
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Figura 13 (pdgina siguiente) Distribucién de la raya espinosa Dipturus trachyderma
en Sur América. Los numeros representan los registros documentados de (1) Krefft &
Stehmann (1975), (2) Menni & Gosztonyi (1977), (3) FRV “Walther Herwing” (1978),
(4) FRV “Holmberg” (1983), (5) Menni et al. (1984), (6) Leible & Stehmann (1987),
(7) Lloris & Rucabado (1991), (8) Cousseau et al. (2000), (9) Gomes & Picado (2001),
(10) Knoff et al. (2001), (11) Cedrola et al. (2005), (12) Céspedes et al. (2005), (13)
Diaz de Astarloa et al. (2008), (14) Lamilla et al. (2010), (15) Perier et al. (2011), (16)
Arkhipkin et al. (2012), (17) Lamilla et al. (2012 a), (18) Lamilla et al. (2012 b), (19)

Bustamante et al. (2014b). El circulo oscuro representa la localidad tipo.
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Las preferencias de temperatura y salinidad han sido reportadas para ambas
especies en el Atlantico sudoccidental. Menni (1973), Menni & Lopez (1984) y Garcia
de la Rosa (1998), reportan temperatura de captura entre 3.52 - 14 °C y salinidad
entre 32.15 a 34.33 ppm para Z. chilensis, y temperatura de 4.0 a 8,2 ° C y salinidad de
33.1 a 33.6 ppm para D. trachyderma (Krefft & Stehmann, 1975; Menni & Gosztonyi,
1977; Menni et al., 2010; Arkhipkin et al., 2012). La raya espinosa D. trachyderma se
caracteriza como una especie endémica de la Provincia Magalldnica como discute
Bustamante et al. (2014b). La Provincia Magallanica es una regiéon biogeografica
relativamente estable en América del Sur, con masas de agua fria distribuidas a lo
largo de la latitud 42° a 56° S en Chile y Argentina (Camus, 2001), extendiendo su
influencia en todo el talud continental hasta los 36° S (Balech & Ehrlich, 2008). La
barrera térmica producida por las masas de aguas cdalida- tropical de la Provincia
Argentina (Menni et al., 2010), la cual se extiende desde Rio de Janeiro (23° S) hasta la
Peninsula Valdés (42° S), podria restringir la extension hacia el norte de especies de la
Provincia Magallanica y dentro de la plataforma continental Argentina. La falta de
registros de D. trachyderma entre las latitudes 32° S y 41° S en el Atlantico
sudoccidental, plantea preguntas al respecto de su presencia en aguas brasilefias
(Gomes & Picado 2001), casi a 1500 kilometros al norte de los registros argentinos

no-confirmados.

Habitos alimenticios - La dieta, el consumo de alimento y los habitos alimenticios de
las rayas hocicudas han sido poco estudiados o desconocidos en la mayoria de los

casos, sobre todo en aquellas especies presentes en la captura incidental de las
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pesquerias de arrastre Argentinas (Koen Alonso et al., 2001), Tasmania (Treloar et al.,
2007), Mar de Barrents (Dolgov, 2005), Sudafrica (Ebert et al., 1991) y en el noroeste
del Océano Atlantico (Templeman, 1982). Ebert & Bizzarro (2007) estandarizaron las
composiciones de la dieta y los niveles tréficos de batoideos en todo el mundo, y
estiman que el nivel trofico (tL) de Z. chilensis es 4.22, con peces 6seos (81,76%) como
la principal preferencia dietaria. Los valores de tL pueden cambiar de acuerdo con el
tamafio del animal, por ejemplo, al ser una especie benténica-demersal, Bahamonde
(1953) y De Buen (1959) reportan a crustaceos (y en particular, al cangrejo Munida
gregaria) como el principal elemento de la dieta de juveniles de Z. chilensis (entre
tamafios de 13 a 50 cm LT). Sanchez & Prenski (1996) también encontraron
crustaceos como preferencia de presas para tallas pequeinas (entre 20 y 40 cm TL)
pero las rayas de gran tamafio (> 50 cm TL) tienen a la merluza argentina (Merluccius
hubbsi) como presa principal. Los cambios en la dieta han sido documentados por
Garcia de la Rosa (1998) y Sanchez & Mabragafia (2002), donde la alimentacién en
rayas mayores a 85 cm LT se basa principalmente en peces (90-100%). Segiin Koen
Alonso et al. (2001), los langostinos son la presa mas importante en la dieta de los
individuos <35 cm LT. El patron dietario de Z. chilensis puede variar en relacion a la
madurez sexual en lugar de a la estructura de tallas (Koen Alonso et al., 2001), lo que
sugiere que los habitos alimenticios estan relacionados con la vida de la historia de la
especie.

Diversos autores han informado de que las rayas hocicudas del género
Dipturus se alimentan principalmente de crustaceos decdpodos y secundariamente de

teledsteos (Ebert & Bizarro, 2007; Treloar et al., 2007, Kyne et al., 2008; Simon et al.,
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2009; Yigin & Ismen, 2010; Forman & Dunn, 2012). Desafortunadamente, no existen
estudios que aborden la dieta o los habitos de alimentaciéon para Dipturus
trachyderma. Sin embargo, en aguas argentinas, Cousseau et al. (2007) encontr6 en el
estdémago de una hembra de gran tamafo (242 cm LT) cuatro individuos de merluza
M. hubbsi (>45 cm LT), un ejemplar de raya costera (Psammobatis sp.) y restos de una

centolla (Lithodes sp.).

Reproduccién - Las rayas hocicudas, como todos los elasmobranquios, tienen
fecundaciéon interna como estrategia reproductiva (Wourms, 1977; Carrier et al,
2004; Conrath & Musick, 2012). La Familia Rajidae también se caracteriza por ser
ovipara, en la que los huevos fecundados estdn encerrados en capsulas las que son
fijadas en el sustrato o sobre el fondo marino (Wourms, 1977; Carrier et al., 2004). Las
hembras de Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma tienen dos ovarios funcionales y
uteros (uno en cada lado). Los ovarios inician el desarrollo de los ovocitos
vitelogénicos cuando las hembras alcanzan tamafios de 940 y 1039 mm LT, mientras
que los machos maduran entre 760 y 900 mm LT (Fuentealba & Leible, 1990;
Licandeo et al., 2006; Paesch & Oddone, 2008; Quiroz et al., 2009; Bustamante et al.,
2012). Licandeo & Cerna (2007) encontraron que ambos, la glAndula nidamental y el
utero de D. trachyderma, crecen en tamafio cuando las hembras alcanzan 2000 mm
LT; y los machos maduran cerca de los 1860 mm LT donde se realiza el crecimiento de
los claspers. Segun Concha et al. (2012), ambas especies de rayas hocicudas son
oviparos simples, teniendo capsula por el oviducto. La oviparia como ocurre en la

mayoria de las rayas, es una estrategia especializada ya que se basa en las ventajas de
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producir un pequefio numero de huevos y recién nacidos competentes de gran
tamafio (Wourms, 1977). No existe mucha informacion sobre la fecundidad ovarica
pero Fuentealba & Leible (1990), estiman el nimero total de 70 ovocitos anuales para
Z. chilensis. Licandeo et al. (2006) y Licandeo & Cerna (2007), reportan una rango
entre 22 a 62,y 24 a 84 ovocitos respectivamente. Para D. trachyderma, la fecundidad
ovarica total es de 28 a 68 foliculos anuales (Licandeo et al., 2007). S6lo una capsula
de huevo por oviducto se ha documentado para ambas especies, pero el nimero de
embriones por cada huevos es desconocida pero por lo general sélo un embrién esta
contenido por capsula. Con la excepcion de dos especies, la raya grande Raja
binoculata Girard 1855 y la raya moteada R. pulchra Liu 1932, tienen hasta cuatro
embriones por capsula (Ebert & Winton, 2010). Sin embargo, la fecundidad de las
rayas oviparos es muy baja en comparaciéon con otros peces (Wourms, 1977). El
periodo de gestacién para ambas especies, Z. chilensis y D. trachyderma, no se han
reportado pero los periodos de incubaciéon para batoideos oviparos puede durar
desde unos pocos meses a un afio o mas (Carrier et al., 2004). No se ha observado el
apareamiento para ninguna de las rayas hocicudas. Richards et al. (1963) sugieren
que en las especies de pequeno tamaifo, el apareamiento se realiza con superficies
ventrales opuestas mientras que los machos de especies mas grandes pueden tener

una aproximacion ya sea dorsal o ventral hacia las hembras.

Edad, crecimiento y longevidad - La estimacidn de la edad a la madurez, longevidad y
tasa de crecimiento, son pilares fundamentales para la evaluacién de poblaciones

marinas y poder formular recomendaciones teniendo en cuenta la productividad y
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vulnerabilidad intrinseca de como una poblacién va a cambiar en el tiempo (Ricker,
1975; Cailliet et al., 1986; Cailliet & Goldman, 2004). Una variedad de estructuras
organicas se puede usar para estimar la edad (y crecimiento) en condrictios, tales
como las vértebras (Francis et al, 2001; Gedamke et al., 2005; Ainsley et al., 2014;
Natanson et al., 2014), espinas dérmicas (Moura et al., 2004; Campana et al., 2006;
Serra-Pereira et al., 2008) y espinas caudales (Henderson et al., 2004; Francis & O
Maolagain, 2005; Arkhipkin et al, 2008; Francis & Gallagher, 2009). Una técnica
popular para estimar la edad en elasmobranquios es a través de secciones del centro
vertebral de la region toracica (Cailliet et al., 2006). Generalmente, los pares de
bandas de crecimiento son visibles en mayor o menor grado desde el centro vertebral
en tiburones (Goldman, 2004) y batoideos (Francis et al.,, 2001; White et al., 2001;
Licandeo et al., 2006; Pierce & Bennett, 2010).

La edad y el crecimiento de Z chilensis pueden verse afectados por la
distribucién geografica de acuerdo a las diferencias encontradas en Chile (Licandeo &
Cerna, 2007). La edad maxima estimada es de 21 a 27 afios para hembras y 17 a 23
afios para machos (ver Tabla 4); mucho mayor si se compara con los 9 afios de la raya
congénere, Z. nasuta (Francis et al., 2001). Sin embargo, los estudios publicado sobre
edad para Z. chilensis antes de 2000, puede estar subestimados debido a la inclusion
de D. trachyderma en las muestras examinadas (Fuentealba & Leible, 1990;
Fuentealba et al, 1990; Bahamonde et al.,, 1994; 1996; Gili et al, 1999). Usando la
misma técnica vertebral, Licandeo et al. (2007) estiman la edad de Dipturus
trachyderma en aguas chilenas, donde definen un anillo de crecimiento como un par

de bandas que constan de uno banda muy calcificada (color opaco) y una banda
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menos calcificada (color translicido). La edad maxima estimada para D. trachyderma
es 26 anos para hembras y 25 afios para machos (Licandeo et al. 2007); lo que
coincide con los resultados publicados por Céspedes et al. (2005), quien estima una
edad maxima de 27 anos para los sexos combinados (Tabla 9).

Dipturus trachyderma puede ser una de las especies de raya mas grande y mas
longevas, junto con Bathyraja griseocauda (Arkhipkin et al., 2008), Dipturus batis (Du
Buit, 1972), Dipturus innominatus (Francis et al., 2001), Raja binoculata, Raja Rhina
(McFarlane & King, 2006) y Zearaja chilensis (Licandeo et al., 2006), donde la mayoria
de ellas alcanzarian mas de 20 afios de edad. En general, las hembras de Z. chilensis y
D. trachyderma crecen hasta tamafios mas grandes que los machos como en la
mayoria de las rayas hocicudas (Tabla 4). La edad y el modelo de crecimiento siguen
una tendencia general observada en especies grandes, con tasas de crecimiento mas
lentas y alta longevidad que aquellas especies de rayas mas pequeiias, las que tienen
un crecimiento mas rapido (Sulikowski et al., 2005); y son vulnerables al colapso de
sus poblaciones como ha sido sugerido para Zearaja chilensis (Agnew et al. 2000;

Bustamante et al., 2012).

Pesqueria en el Pacifico sureste - La pesca dirigida hacia rayas comenz6 durante 1979
en Chile, inicialmente dirigidos al Zearaja chilensis. Hasta el afio 2004, al menos seis
rayas de diferentes géneros (por ejemplo, Amblyraja, Dipturus, Rajella) se
desembarcan en la misma categoria genérica y son etiquetados como 'rayas’ en los
registros oficiales junto con Z. chilensis y D. trachyderma (Gili et al, 1999; Roa &

Ernest, 2000). Recientemente, se 'capturan' rayas como la pesca incidental de en
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pesquerias de peces Oseos demersales, como por ejemplo, la merluza austral
(Merluccius australis Hutton 1872) y congrio dorado (Genypterus blacodes Forster
1801); lo que se ha convertido en una actividad econémica alternativa para muchos
pescadores artesanales como resultado del valor comercial creciente y la demanda del
mercado por rayas de gran tamafio. En general, la pesqueria de rayas es
geograficamente extensa, abarcando alrededor de 20 grados de latitud entre San
Antonio y Punta Arenas (Figura 14), con la mayor parte del esfuerzo de pesca
concentrado entre Valdivia y Aisén. La Autoridad de Pesca de Chile ha identificado dos
componentes principales dentro de esta pesqueria: barcos industriales (mas de 18 m
de longitud) los que tienen zonas de pesca restringidas (mas alld de las primeras 5
millas nauticas a lo largo de toda el area de la pesca, y exclusividad al sur del paralelo
41 ° 28,6 'S), y que desembarcan rayas uUnicamente como captura incidental; y
embarcaciones artesanales (entre 12 y 17 m de longitud), que son gestionados a
través de cuotas de pesca.

Los desembarques (y el esfuerzo de pesca) han aumentado de manera
constante después de 1993, cuando la pesqueria se abri6 al mercado asiatico. La flota
artesanal se hizo mas fuerte, debido a la inversion internacional y, junto con la pesca
industrial, report6 3000 toneladas en los desembarques (Figura 15). En la actualidad,
la flota artesanal representa el 70% de los desembarques nacionales con
aproximadamente 1900 embarcaciones mientras que sélo cinco buques industriales
estan autorizados desembarcar rayas como captura incidental de la pesca de arrastre
de merluza, lo que representa el 20-25% de la captura total. Durante 1997, se

establecieron las muchas de las medidas de administracién pesquera, incluyendo el
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cierre del acceso a nuevas embarcaciones y cuotas de capturas anuales entre el
Concepcion y el paralelo 41° 28,6' S (Figura 15). Durante la crisis financiera de Asia en
1998, los desembarques de rayas aumentaron considerablemente, alcanzando un
maximo de 4000 y 5193 toneladas durante el 2000 y 2003 respectivamente, donde
aproximadamente el 85% se captur6 solamente por la flota artesanal (Figura 16). Los
registros de desembarque en los afios siguientes disminuyeron alrededor de un 40%
(SERNAP, 2012), pero no fue hasta 2004 que ambas especies, Zearaja chilensis y
Dipturus trachyderma, se separaron oficialmente en diferentes categorias de
desembarque oficiales por la Autoridad Pesquera (Figura 16).

La raya volantin Z chilensis es capturada en Chile, no solo como especie
objetivo sino también una especie objetivo secundaria en teledsteos y tiburones, es
decir, en la pesqueria de congrio dorado Genypterus blacodes, tollo de cachos Squalus
acanthias L. 1758, merluza comun Merluccius gayi (Guichenot 1848), lenguado
Paralichthys microps (Giinther 1881), corvina Cilus gilberti (Abbott 1899) y congio
negro Genypterus maculatus (Tschudi 1846) (Lamilla et al., 2008; 2010; Bustamante et
al, 2012). Sin embargo, la raya espinosa Dipturus trachyderma sélo se captura como
especie objetivo secundarias en la pesqueria de raya volantin y congrio dorado,
aunque en proporciones bajas (> 25% por viaje de pesca) y alcanzando un maximo de
desembarque anual de 60 toneladas en 2006 (Figura 15). Los registros de
desembarque de D. trachyderma estan subestimados en las estadisticas oficiales
debido a que las rayas adultas (> 10 kg) se procesan a bordo y sélo sus aletas son
desembarcadas (Lamilla, 2005), mientras que Zearaja chilensis se desembarca y se

vende completa (sin eviscerar). A pesar de que sélo las rayas objetivo son
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identificadas y registradas en las estadisticas de desembarque, por lo menos otras seis
especies de rayas se desembarcan como captura incidental y son reportados en una
categoria genérica sin identidad taxonémica, por ejemplo Bathyraja albomaculata
(Norman 1937), B. brachyurops (Fowler 1910), B. griseocauda (Norman 1937) y
Rajella sadowskii (Krefft y Stehmann 1974), las que representan el 5% de los

desembarques de rayas nacionales (Lamilla et al. 2010).
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Tabla 10 Resumen de los estudios de edad y crecimiento para Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma.

Método Sexo Lo K to tmax tson L 50% Referencia

Zearaja chilensis

Vértebra Q@ 1456 mm TL  0.084 -1.534 24 - 1068 mm TL Céspedes et al. (2005)
d 1248 mm TL  0.972 -1.655 21 - 822 mm TL
Vértebra ? 1283 mmTL  0.112 -0.514 27 14 1060 mm TL Licandeo et al. (2006)
d 1078 mm TL  0.134 -0.862 23 11 860 mm TL
Vértebra Q@ 1364 mm TL 0.104 -0.669 21 13.49 1031 mm TL Licandeo & Cerna (2007)
d 1179 mm TL  0.116 -1.056 17 10.74 879 mm TL
? 1496 mm TL  0.087 -1.266 22 12.75 1035 mm TL
d 1220 mm TL 0.11 -1.263 19 10.31 871 mm TL

Dipturus trachyderma

Vértebra R/d 2848 mmTL  0.067 -0.443 27 - 1940 mm TL Céspedes et al. (2005)
d - - - - - 1540 mm TL
Vértebra Q@ 2650 mmTL  0.079 -1.438 26 17 2150 mm TL Licandeo et al. (2006)

d 2465 mm TL 0.087 -1.157 25 15 1951 mm TL
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Figura 15 Desembarque total de rayas hocicudas (Zearaja chilensis y Dipturus
trachyderma) entre 1979 y 2012 separados por pesqueria y por especie. La captura
total estd representada por la linea solida (negra). La fracciéon artesanal (linea
discontinua) e industrial (linea punteada) se encuentran separadas por categoria de

desembarque: Zearaja chilensis (azul) y Dipturus trachyderma (verde).

Después de 2006, un cierre temporal fue impuesto a la flota artesanal, y tiene
lugar durante los meses del verano austral (diciembre a febrero) para proteger
"posibles eventos reproductivos” (Lamilla, 2005). Mas tarde, un cierre total de la
pesqueria fue impuesto a toda la flota durante el 2009 hasta 2011, en respuesta a la
disminucién de las rayas medida de desembarque y al declive global de la biomasa. A
pesar de estos cierres, la Autoridad Pesquera ha permitido capturar hasta 700
toneladas al afio como resultado de las presiones politicas. Hoy en dia, la pesqueria de

rayas en Chile se considera bajo el régimen "plena explotaciéon”; sin embargo, la

AN
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informaciéon sobre la estructura del stock de las rayas hocicudas permanece
desconocida confundiendo la evaluacidn, administraciéon y manejo de ambos recursos.
El alto porcentaje de juveniles presentes en las capturas, la tendencia a la disminucién
del tamafio de, asi como un esfuerzo de pesca constante, son sintomas de un colapso
pesquero; sintomas documentados recientemente para Z chilensis en Chile
(Bustamante et al, 2012). La pesqueria sustentable requiere estrategias de
administracién basadas en el conocimiento exhaustivo de la biologia y ecologia de las
poblaciones bioldgicas, especialmente en el caso de las rayas hocicudas las que tienen
patrones de historia de vida intrinsecas que las hacen altamente susceptibles a la
sobreexplotacion comercial (Dulvy et al., 2000; Dulvy & Reynolds, 2002; Frisk 2010;

Dulvy et al., 2014).
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Figura 16 Desembarque total de Dipturus trachyderma entre los afios 2004 and 2012

separados por la pesqueria artesanal (gris claro) e industrial (gris oscuro).
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Pesqueria en el Atldntico suroeste - Una situacion diferente se observa para la zona que
incluye Argentina, Uruguay e Islas Malvinas, donde las rayas hocicudas no son
capturadas como especies objetivo sino como captura incidental en varias pesquerias
de arrastre (Paesch & Oddone, 2008). Sanchez et al. (2012) analizaron los registros de
desembarque de peces marinos en la Argentina desde 1898 hasta 2010, y Zearaja
chilensis s6lo aparece después de 2008. Sin embargo, Dipturus trachyderma no fue
informada dentro de ninguna categoria desembarque, pero alguna informacién puede
descartarse desde los registros captura incidental. Las rayas hocicudas (Z. chilensis y
D. trachyderma) son reportadas en la pesqueria del camar6én rojo patagoénico
(Pleoticus muelleri Bate, 1888) y la merluza comun (Merluccius hubbsi Marini, 1933)
(Angelescu et al., 1958; Cedrola et al., 2005; Estalles et al., 2011). En Islas Malvinas se
ha informado a Z. chilensis como una especie abundante desde 1993, donde es
capturada en la pesqueria multi-especifica de rayas, con aproximadamente 16 otras
especies (Agnew et al, 2000; Falkland Is Government, 2013; 2014). Cedrola et al.
(2005) estimaron la captura incidental de rayas para la pesqueria de P. muelleri en el
Golfo San Jorge, reportando siete especies y entre ellas, a Z chilensis como la mas
frecuente con una biomasa total de 2135 kg (55,6% de la captura total).
Marginalmente, D. trachyderma sélo esta presente en el 9.3% de los lances con una
biomasa total de 829 kg teniendo en cuenta que entre 1.6 — 1.89% de la captura total
son rayas (Pettovello, 1999; Cedrola et al, 2005). En general, la frecuencia de
ocurrencia de Z. chilensis es 48.95% en la pesqueria de camaron (P. muelleri) y
73.65% en merluza (M. hubbsi), mientras que la presencia de Dipturus trachyderma en

la pesqueria de merluza es 25.22% (Bovcon et al., 2013).
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Estalles et al. (2011), reportan a Z. chilensis como una de las especies mas
abundantes (21.5% de abundancia relativa) en la pesqueria de arrastre demersal de
M. hubbsi, junto con Dipturus trachyderma que también se encuentra presente en
menor proporcion (1.5% del total de la captura incidental). Sin embargo, la presencia
de D. trachyderma puede ser dudosa (lo que implicaria la presencia de una especie
diferente) al considerar el pequefio tamafio de madurez reportado (400 mm LT) en
comparacién con individuos en el Pacifico (2150 mm LT, Licandeo et al., 2007). En
aguas Argentinas, D. trachyderma es reportada como una especie rara con una

importancia comercial menor (Gongora et al. 2009; Bovcon et al., 2013).

Genética - El andlisis molecular se ha convertido en una herramienta estandar para
estudiar poblaciones de elasmobranquios, y en su mayor parte se utiliza para estimar
relaciones filogenéticas y para definir su estructura poblacional (Heist, 2004a;
Portnoy, 2010; Dudgeon et al., 2012). Diversos métodos genéticos se utilizan cada vez
mas para el analisis de la estructura y conectividad de stocks, para identificar
individuos a nivel de especie (teniendo en cuenta la presencia de especies hermanas y
cripticas) y para identificar inclusive, partes del cuerpo desde mercados, tales como
aletas de tibur6on (Lavery & Shaklee, 1991; Shivji et al., 2002; 2005; Heist, 2004a;
Clarke et al., 2006; Griffiths et al., 2010); lo que ayudanda al manejo pesquero y
conservacion de especies marinas (Heist, 2004b; Ovenden et al. 2009; 2010). La
primera aproximacion genética para Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma fue
hecha por Céspedes et al. (2005), quienes intentaron separar especies utilizando

electroforesis de proteinas y marcadores moleculares de ADN basado en 100
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individuos provenientes de aguas chilenas. Usando electroforesis de proteinas, los
autores fueron capaces de separar las especies y hacer comparaciones con la
identificacién en terreno la cual coincidié en la mayoria de los casos (88%), pero
fallaron cuando intentaron amplificar las regiones nucleares y mitocondriales
mediante PCR, argumentando la falta de marcadores especificos para la especie y
también que las especies son muy cercanamente relacionadas. Mas tarde, Diaz de
Astarloa et al. (2008), intento secuenciar cinco ejemplares de Z. chilensis y dos de D.
trachyderma de aguas argentinas utilizando la regién cox1. Estos autores distinguen Z.
chilensis de otras especies Dipturus pero fracasaron en su intento de amplificar a D.
trachyderma argumentando una falta de amplificacidn del gen cox1 como resultado de
las diferencias mutacionales dentro de los sitios de los marcadores, lo que indica que
D. trachyderma posee un haplotipo cox1 propio significativamente divergente. Usando
marcadores para nadh2, Naylor et al. (2012) secuencia ocho ejemplares de Z. chilensis
proveniente de una sola localidad en Chile, y aunque fueron capaces de diferenciarla
del congénero Z nasuta y de la entidad biolégica identificada como Z flavirostris'
desde Islas Malvinas (a pesar de ser un homénimo secundario de Z. chilensis, Last &
Gledhill, 2007). Las posibles diferencias entre especimenes de Argentina pueden estar
relacionadas con el polimorfismo existente a lo largo de su distribucién geografica
(Leible et al., 1990).

Recientemente, Jeong & Lee (2014), proporcionaron una descripcion del
genoma mitocondrial completo de Z. chilensis. La estructura del mitogenoma es
similar a otras rayas, con 16,909 pb de longitud representadas por 13 regiones

codificantes de proteinas, 22 genes tRNA, 2 genes rRNA y 2 zonas no-codificantes (el
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origen de replicacion y region control). Sin embargo, Vargas-Caro et al. (2014)
realizaron una comparacion del genoma mitocondrial de Z. chilensis de Jeong & Lee
(2014) con una muestra proveniente de aguas chilenas y encontré un 97,4% de
similitud (en lugar de un valor cercano al 100%, como se espera). Teniendo en cuenta
que la muestra de tejido utilizada por Jeong & Lee (2014) fue tomada de un filete
crudo en un restaurante coreano (sin revision del espécimen), el 2,6% de diferencia
puede indicar la presencia de dos poblaciones separadas de, aparentemente Z
chilensis en América del Sur o dos especies diferentes, y se destaca la importancia del
cuidado al utilizar recursos genéticos sin una referencia taxonémica o un espécimen

de referencia (Vargas-Caro et al.,, 2014).

Pardsitos — Los pardasitos han sido ampliamente utilizados como marcadores
biolégicos para proporcionar informacién que ayude al manejo pesquero,
especialmente al permitir establecer limites poblacionales de sus hospedadores
(Lester, 1990; Moser, 1991; Williams et al., 1992; Mackenzie, 2002). Basicamente, un
pez puede llegar a ser infectado con un parasito solo cuando estan dentro de la zona
endémica de influencia de ese parasito. Mientras mas parasitos con diferentes areas
endémicas se puedan usar, mejor es la informacién que se obtiene sobre los ultimos
movimientos de las poblaciones de peces y por lo tanto sobre la estructura del stock
(Mackenzie & Abaunza, 2013). Estudios de carga parasitaria tienen un valor particular
en aguas profundas, donde los marcajes y métodos de recaptura pueden ser
dificultosos (Mosquera et al., 2003). El uso de parasitos como herramienta de ayuda

estd bien documentado para peces teledsteos; sin embargo, no hay mucha informacion
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para condrictios (Moore, 2001). Aproximadamente 20 parasitos se han descrito a
nivel genérico o de especie a partir de muestras de Zearaja chilensis (n = 12) y
Dipturus trachyderma (n = 8) y se han resumido en las Tablas 11 y 12. Los sitios de
infeccién son en su mayoria el estdmago y la valvula espiral, pero la boca y branquias

también han sido documentados (Villalba & Fernandez, 1985).

Tabla 11 Parasitos reportados que infectan a la raya espinosa Dipturus trachyderma.

Especie Referencia

Platyhelminthes: Cestoda
Orden Trypanorhyncha; Familia Tentaculariidae
Myxonybelinia beveridgei Knoff et al. (2002; 2004)
Orden Trypanorhyncha; Familia Lacistorhynchidae
Paragrillotia sp. Leible et al. (1990)
Orden Tetraphyllidea; Familia Phyllobothriidae
Phyllobothrium c.f. lactuca Leible et al. (1990)
Platyhelminthes: Trematoda
Orden Plagiorchiida; Familia Azygiidae
Otodistomum veliporum Knoff et al. (2001b); Kohn et al. (2007)
Nematoda: Rhabditea
Orden Ascaridida; Familia Anisakinae
Anisakis sp. Knoff et al. (2001a)
Contracaecum sp.
Raphidascaris sp.
Acanthocephala: Palaecanthocephala
Orden Echinorhynchida; Familia Rhadinorhymchidae
Gorgorhynchus sp. Knoff et al. (2001b); Santos et al. (2008)
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Tabla 12 Parasitos reportados que infectan a la raya volantin Zearaja chilensis.

Especie Referencia

Platyhelminthes: Cestoda
Orden Tetraphyllidea; Familia Onchobothridae

Acanthobothrium annapinkiensis Carvajal & Goldstein (1971)
Orden Tetraphyllidea; Familia Phyllobothriidae

Echeneibothrium magalosoma Carvajal & Dailey (1975); Leible et al. (1990)
Echeneibothrium multiloculatum Carvajal & Dailey (1975); Carvajal et al. (1985),
Echeneibothrium williamsi Leible et al. (1990)

Phyllobothrium sp. Leible et al. (1990)

Orden Trypanorhyncha; Familia Grillotiidae

Grillotia dollfusi Carvajal & Goldstein (1971); Leible et al. (1990)
Platyhelminthes: Trematoda
Orden Plagiorchiida; Familia Azygiidae

Otodistomum cestoides Threlfall & Carvajal (1986); Aburto et al. (2008)
Phylum Nematoda: Rhabditea

Orden Ascaridida; Familia Acanthocheilidae

Pseudanisakis tricupola Fernandez & Villalba (1985)
Orden Ascaridida; Familia Anisakidae

Anisakis sp. (type I) Fernandez & Villalba (1985)

Pseudoterranova sp. Fernandez & Villalba (1985)

Orden Spirurida; Familia Physalopteridae

Proleptus Carvajali Fernandez & Villalba (1985)
Arthropoda: Maxillopoda
Orden Cyclopoida; Familia Chondracanthidae

Acanthochondrites sp. Villalba & Fernandez (1985)
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5.3.2. Uso de marcadores moleculares mitocondriales para la identificacion de

raya volantin Zearaja chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma

Se obtuvieron fragmentos en 408 especimenes de raya volantin y raya
espinosa. La amplificacién de las cuatro regiones del ADN mitocondrial, fue exitosa en
todos los casos, con bandas observables entre los 500 y 1,000 bp (Figura 17). Si bien
es cierto se logr6 obtener secuencias de nucleétidos, de aproximadamente 600 bp
para todas las regiones, solo una regién entrega suficiente informaciéon que permita
reconocer diferencias especificas.

El alineamiento final para cada region mitocondrial, incluyo ademas las
especies Raja asterias, R. brachyura, R. miraletus, Dipturus batis, D. nidarosensis, D.
lemprieri, D. tengu, D. oxyrinchus, D. pullopunctatus y D. kwangtungensis, como taxa
control dentro del orden Rajiformes, las que se encuentran disponibles en la base de
datos GenBank del NCBI.

Para la region 16S, se incluyen 622 bp y 45 taxa. A nivel general, se observan
dos clados en el arbol filogenético (Figura 18), el primero contiene exclusivamente a
cuatro especies del genero Raja con una identidad (porcentaje de bases idénticas)
sobre 98,9%. El segundo clado, agrupa indistintamente los géneros Dipturus y Zearaja

con una identidad inter-especifica entre 99,5% y 100%.
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Figura 17 Gel de agarosa (1%) en buffer TBE, indicando la amplificacion de los
fragmentos 16S, cox1 y nadh2 del ADN mitocondrial de Zearaja chilensis. La referencia

de medidas corresponde al DNA 1kb GeneRuler DNA (Thermo Scientific).
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Raja miraletus (F]825439)

Raja brachyura (F]825437)

56
54

| Raja asterias (F]825436)
Raja clavata (F]825435)

Dipturus trachyderma
Zearaja chilensis
Zearaja chilensis
Dipturus batis (HM140436)
Dipturus pullopunctatus (HM140434)
Dipturus oxyrinchus (GU597968)
Dipturus oxyrinchus (EF647875)
Dipturus oxyrinchus (EF647874)
Dipturus oxyrinchus (EU476893)
Dipturus batis (EU476892)
Dipturus batis (EU476891)
Dipturus batis (EF081280)
Dipturus batis (EF081279)
Dipturus batis (EF081278)
Dipturus batis (EF081277)
Dipturus batis (EF081276)

78

0.04

Dipturus batis (EF081275)
Dipturus batis (EF081274)
Dipturus batis (EF081273)
Dipturus batis (EF081272)
Dipturus batis (EF081271)
Dipturus oxyrinchus (EF081270)
Dipturus oxyrinchus (EF081269)
Dipturus tengu (EF081265)
Dipturus lemprieri (EU848453)
Dipturus trachyderma

Zearaja chilensis

Zearaja chilensis

Dipturus trachyderma

Dipturus trachyderma
Dipturus trachyderma

Zearaja chilensis
Dipturus nidarosiensis (EF081266)

Dipturus nidarosiensis (EF081267)
Dipturus nidarosiensis (EF081268)
Dipturus nidarosiensis (EF647876)

Figura 18 Arbol de consenso (colapsado) de la regién 16S del ADN mitocondrial de 12

especies de Rajiformes (Familia Rajidae), incluyendo secuencias originales de Zearaja

chilensis y Dipturus trachyderma (en negrita) Se indican nodos con probabilidad

bayesiana significante. Escala corresponde al nimero de sustituciones por nodo. Se

indican los cédigos de acceso GeneBank (si corresponde).
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A diferencia de la region 168, las regiones cox1 y nadh2 mostraron 96% y 95%
de sitios idénticos, respectivamente (Figura 19 y 20). En ambos genes, se observa un
clado dominante el que incluye a los géneros Dipturus y Zearaja indistintamente. Los
porcentajes observados no entregan informacidén suficiente, por lo que la separacion
entre entidades bioldgicas tampoco fue posible. Sin embargo, con estas dos regiones
se pueden observar diferencias en el origen de la muestra a nivel geografico,
especificamente entre el Océano Pacifico y el Atlantico. En la Figura 19 se identifican
dos clados separados, el primero de ellos corresponde a todas aquellas secuencias de
Zearaja chilensis disponibles en bases de datos provenientes de aguas Argentinas,
mientras que en el segundo clado se observan las secuencias realizadas para el
proyecto en conjunto con otras secuencias también de Zearaja chilensis disponibles en
las mismas bases de datos para Chile. Esta clara diferencia entre muestras
provenientes del Océano Atlantico y Pacifico, sugiere poblaciones separadas de la
misma especie. Similar a lo ocurrido con la regién cox1, se observa en el gen nadh?2
(Figura 20). La agrupacién de las secuencias obtenidas, refleja un clado separado, el
que corresponderia a secuencias provenientes del Océano Pacifico, aunque no entrega
informacion que permita diferencias indistintamente las especies de rayas.

Las diferencias observadas a través del analisis de fragmentos de las regiones
16S, cox1 y nadh2, no entrega informaciéon sobre las entidades bioldgicas, y su
comparacion inter-especifica sugiere secuencias caso idénticas entre en los géneros

Zearaja y Dipturus.
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Raja miraletus (F]825439)
Raja brachyura (F]825437)
Raja asterias (F]825436)
Raja clavata (F]825435)
Dipturus kwantungensis (KF319309)
Dipturus pullopunctatus (HM140434)
Dipturus oxyrinchus (GU597968)
Dipturus oxyrinchus (EU476893)
Dipturus batis (EF081280)
Dipturus lemprieri (EU848453)
Dipturus batis (EF081274)
Dipturus nidarosiensis (EF081266)
Dipturus oxyrinchus (EF081270)
Dipturus batis (HM140436)
Zearaja chilensis (EU074401)
Zearaja chilensis (KF648508)
Zearaja chilensis (FARG569-9)
Zearaja chilensis (EU074400)
Zearaja chilensis (FARG567-9)
Zearaja chilensis (FARG567-9)
Zearaja chilensis (FARG568-9)
Zearaja chilensis (EU074404)
Zearaja chilensis (EU074403)
Dipturus trachyderma
“Dipturus trachyderma
Dipturus trachyderma
Zearaja chilensis

ﬁamja chilensis (K]913073)

84

Zearaja maugeana
Zearaja maugeana
Zearaja maugeana

Zearaja chilensis
Zearaja chilensis
Zearaja chilensis
Zearaja chilensis
Zearaja chilensis
Dipturus trachyderma
Dipturus trachyderma
Zearaja chilensis (FCHIL139-06)
Zearaja chilensis (FCHIL138-06)
Zearaja chilensis (FCHIL135-06)
—| Zearaja chilensis (FCHIL136-06)
Zearaja chilensis
Zearaja chilensis
Dipturus trachyderma
Dipturus trachyderma
Zearaja chilensis
Zearaja chilensis
Zearaja chilensis
Zearaja chilensis
Zearaja chilensis
Zearaja chilensis
Zearaja chilensis
Zearaja chilensis (FCHIL126-06)
Zearaja chilensis (FCHIL127-06)
Zearaja chilensis (FCHIL129-06)
Zearaja chilensis (FCHIL130-06)
Zearaja chilensis (FCHIL133-06)

0.02

Figura 19 Arbol de consenso (colapsado) de la regién coxl del ADN mitocondrial de 12
especies de Rajiformes (Familia Rajidae), incluyendo secuencias originales de Zearaja chilensis
y Dipturus trachyderma (en negrita) Se indican nodos con probabilidad bayesiana significante.
Escala corresponde al nimero de sustituciones por nodo. Se indican los c6digos de acceso
GeneBank (si corresponde), donde EU, FARG y KF, corresponden a secuencias de animales de

Argentina y FCHIL: secuencias provenientes de Chile.
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Figura 20 Arbol de consenso (colapsado) de la regiéon nadh2 del ADN mitocondrial de 12

especies de Rajiformes (Familia Rajidae), incluyendo secuencias originales de Zearaja chilensis

y Dipturus trachyderma (en negrita) Se indican nodos con probabilidad bayesiana significante.

Escala corresponde al nimero de sustituciones por nodo. Se indican los cédigos de acceso

GeneBank (si corresponde).
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En el caso de la region control, se observa una situacion diferente. Las
secuencias analizadas en general, presentan 98% de sitios idénticos y sin embargo, se
logra por primera vez diferenciar claramente a Z. chilensis de D. trachyderma (Figura
21), encontrando patrones claros de especiacion.

En la Figura 21 se observa que todas las muestras analizadas provenientes de
la costa chilena, se agrupan en dos clados, los que corresponden a las dos especies en
estudio (D. trachyderma y Z. chilensis). A pesar de evidenciar esta separacién, al menos
dos individuos identificados en terreno como D. trachyderma se encuentran
agrupados en el clado de Z chilensis, lo que evidencia que existen problemas de
identificacidn, aun con personal entrenado en el reconocimiento de estas especies. Los
sitios de variabilidad en las secuencias de la regién control sugieren sitios
diagnodsticos que permiten reconocer los diferentes géneros de rayas de la Familia
Rajidae, y en particular, permite separar molecularmente los géneros Zearaja y

Dipturus.
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Figura 21 Arbol de consenso (colapsado) de la regién control del ADN mitocondrial de 12
especies de Rajiformes (Familia Rajidae), incluyendo secuencias originales de Zearaja chilensis
y Dipturus trachyderma (en negrita) Se indican nodos con probabilidad bayesiana significante.
Escala corresponde al nimero de sustituciones por nodo. Se indican los c6digos de acceso

GeneBank (si corresponde).
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5.3.3. Identificacion de unidades poblacionales de la raya volantin Zearaja
chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma en aguas chilenas, a

través de microsatélites y ADN mitocondrial

Secuenciacion NGS y ensamblaje de genomas mitocondriales

El genoma mitocondrial completo de la raya volantin Zearaja chilensis se
describe desde un tUnico espécimen recolectado en San Antonio, Chile (Figura 22). Se
obtuvieron un total de 694,593 con una longitud promedio de cada secuencia de
268.8bp (min: 8bp; max: 616bp). El genoma mitocondrial (mitogenoma), tiene una
longitud total de 16.909bob (Numero de acceso GenBank: K]J913073), el cual es
similar en tamafio, respecto a otras rayas de la Familia Rajidae (rango de 16.724 -
16.972,n = 8).

El orden y estructura de la secuencia de los genes de Z. chilensis es coherente
con otros elasmobranquios y comprende 13 regiones codificantes de proteinas (PCG):
22 genes de tARN, 2 genes de rARNr y 2 zonas no codificantes (origen de replicacion y
region control). E]l mitogenoma presenta un sesgo A+T (69.6%) como se ve en muchos
otros peces marinos, y una composicién de nucleétidos total de A, 37.7%, T, 31.9%, C,
18.8%, y G, 11.6%. La mayoria de los genes se encuentran codificados en la hebra H, a
excepcion de nadh6 y ocho genes tRNAs los que se encuentran codificados en la hebra
L. La longitud de la secuencia de genes de tARN vario6 entre 68-75bp, mientras los PCG
varian de longitud entre 168bp (ATP8) a 1,836bp (nadh5). Todos los PCGs utilizan
ATG como el codén de partida, a excepcién de cox1, que utiliza GTG. Unicamente el

gen nadh6 utiliza TAG como codén de parada, mientras que todos los otros genes
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utilizan TAA, o codones incompletos (TA- o T--). Superposiciones en la secuencia de
genes fueron identificados en seis lugares; el mas largo fue de 10bp, entre ATP8 y

ATPe6.

X -3,833
4,045

Zearaja chilensis (Guichenot 1848) 5,474
Yellownose skate 16,909 bp COX1\

8,785 8,108\ \7,
COX3 38732 8,099 7,941

Figura 22 Genoma mitocondrial completo de la raya volantin Zearaja chilensis

(GenBank: KJ913073, eFish BioVoucher: 2014-ZCH-1004). La direccién de las
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subunidades (hebras H y L) se indican como flechas. Para las regiones codificantes de
proteinas (en verde) se indican la posicion inicial y final de nucleétidos.

El genoma mitocondrial completo de la raya espinosa Dipturus trachyderma fue
descrito desde un Unico espécimen recolectado en Aisén (Chile). Un total de 1,455,724
secuencias se obtuvieron utilizando la tecnologia Illumina NGS producir un
mitogenoma de 16,907bp (nimero de acceso al GenBank: KR152643) (Figura 23).

El mitogenoma de D. trachyderma tiene un sesgo hacia T+A (58.4%) similar a
otros peces marinos, y las proporciones relativas (%) de bases en el ADN de A, 29.7%),
T, 28.7%, G, 14.7%, y C, 27.0%. El orden y estructura de la secuencia de genes para D.
trachyderma es consistente con otros elasmobranquios, y consta de 13 regiones
codificantes de proteinas (PCG), 22 genes de tARN, las subunidades 125 y 16S del
rARN y 2 zonas no codificantes. La mayoria de los genes fueron codificados en la
hembra H, a excepcion del gen nadh6 y ocho tARN, los que son codificados en la hebra
L. La longitud de la secuencia de genes de tARN varié entre 68-75 pb, mientras las
PCG varian de longitud, entre 168bp (ATP8) a 1,836bp (nadh5). Todos los PCGs
utilizan el codén ATG como el codon de partida, a excepcion de cox1, que utiliza GTG.
El gen nadh6 utiliza TAG como el codon de parada, mientras todos los otros genes
utilizan TAA o codones incompletos (TA- o T--). Superposiciones de genes fueron
identificados en seis lugares; el mas largo fue de 10 pb entre ATP8 y ATP6. Mas
detalles sobre los genomas mitocondriales en ambas especies se encuentran descritos

en Vargas-Caro et al. (2014, 2015b).
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cox3 %7

Figura 23 Genoma mitocondrial completo de la raya espinosa Dipturus trachyderma,
GenBank: KR152643, eFish BioVoucher: 2015-DTR-004). La direccion de las
subunidades (hebras H y L) se indican como flechas. Para las regiones codificantes de

proteinas (en verde) se indican la posicion inicial y final de nucleétidos.
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Desarrollo de primers

Una simulacion de potencia, se realizé para analizar la capacidad de resolver el
analisis de la estructura poblacional a través de los loci de microsatélites
desarrollados. Los resultados sugirieron que una Fsr de 0.0025 podria ser detectada
con 80% y 99% de certeza estadistica utilizando 10 y 16 loci respectivamente, con
150 individuos genotipados por localidad (Tabla 13). La reduccion del tamafio
muestreal evidencia un efecto mayor que la reduccién del nimero de loci. Cuando se
reduce el tamafo de la muestra a 50 individuos, la capacidad de detectar diferencias
en la Fsr (0.0025) usando 10 y 16 loci disminuye a 25% y 40%, respectivamente. Sin
embargo, al considerar un tamafio muestreal reducido, se demuestra la necesidad de
aumentar el nadmero de loci. La deteccion de Fsr (0.01) se mantuvo robusta (> 95%) a

lo largo de todos los tamafios muestreales.

Tabla 13 Simulaciones de potencia para detectar diferencias entre un rango de

valores de Fsr. Se indican el (L) numero de loci y el (n) tamafio de la muestra.

. Fsr

Loci

0.0025 0.005 0.01
10L (n=150) 80% 100% 100%
10L (n=100) 51% 90% 100%
10L (n=50) 25% 60% 95%
16L (n=150) 99% 100% 100%
16L (n=100) 86% 100% 100%

16L (n = 50) 40% 71% 100%
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Diversidad genética y estructura poblacional utilizando marcadores mitocondriales

Zearaja chilensis - Un total de 271 secuencias parciales de la regiéon de control
(557bp) fueron amplificadas con éxito. La composicion de nucledtidos de estas
secuencias fue la siguiente: citosina 21.9%, timina 35.2%, adenina 34.2% y guanina y
8,8%.

El andlisis de estas secuencias reveld un total de 11 haplotipos con diez sitios
polimérficos y un indel de 1bp (Tabla 14). De los 11 haplotipos, ocho son exclusivos
de su localidad muestral (Zch_CR_H_4, H_6, H_7 y H_9 en San Antonio; Zch_CR_H_5, H_8
y H_11 en Valdivia y Zch_CR_H_10 en Puerto Montt). Los tres restantes haplotipos,
Zch_CR_H_2 se observaron en todas las localidades con frecuencias que van desde
0.0571 hasta 1.0, seguido por Zch_CR_H_1 que se observd en todas las localidades (sin
incluir Aisén) y Zch_CR_H_3 que se observa en San Antonio y Valdivia. Curiosamente,
Aisén y Punta Arenas carecen de haplotipos Unicos, donde Aisén es dominada por
Zch_CR_H_2 (1.0) y Punta Arenas por Zch_CR_H_1 (0.644) y Zch_CR_H_2 (0,356) (Tabla
15).

Los indices de diversidad genética no pudieron ser estimados para para Aisén
debido a la presencia de un sélo un haplotipo. De las localidades restantes San
Antonio, Valdivia y Punta Arenas mostraron indices de diversidad muy similares (h =
0.4965, 0.4617 y 0.4687, respectivamente), mientras que Puerto Montt mostré la
menor diversidad (h = 0,0842) (Tabla 16). En general, la diversidad de nucleotidos (1)
mostré valores bajos en todas las localidades (m = 0.001 + 0.001) con valores

especificos de poblacién que van de 0.0001 + 0.0003 a 0.0024 + 0.0017. Los valores de
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D (Tajima) y F (Fu) para San Antonio, Valdivia y Puerto Montt fueron negativos y no
significativamente diferente de cero, con la excepcion de Puerto Montt (Tabla 16). Los
resultados sugieren que la hipdtesis nula de reciente expansién demografica no puede

ser rechazada.

Tabla 14 Haplotipos, posiciéon del nucleétidos y sitios polimérficos de la regiéon de
control del mtADN en Zearaja chilensis. Los guiones (-) indica los sitios de delecion
(indel) y los puntos (-) indican identidad de nucledtidos con el haplotipo 1. Se indica

ademas, el (n) numero de individual para cada haplotipo.

Posicion del nucledtido en sitios polimodrficos
1 1 2 2 4 4 5

Haplotipos )

0
1
A

Q| 0 N Ul
-1 © N Ul

1

0 6
9 0 1 6
Zch_CR H 1 A G G
Zch_CR_ H_2 . . -
Zch_CR_H_ 3 G . -
Zch_CR_H_4 . A T . . . . ) . T C
Zch_CR_H_5 . . -
Zch_CR_H 6 . . - A
Zch_CR_H 7 . . - . . C
Zch_CR_H_8 : - : .Cc - T
Zch_CR_H 9 . . - A
Zch_CR_H 10 . . - . . . . T T
Zch_CR_H 11 . . - . . . C

0 1 9
2 9 5
T T C 123

1
2
C
T 121

N = = = B S BN S,
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Tabla 15 Frecuencia de los 11 haplotipos de la regién control del mtADN para Zearaja
chilensis para cinco localidades en Chile. Los nimeros entre paréntesis, corresponde al

numero de individuos por locaidad.

Haplotipo San Antonio Valdivia Puerto Aisén Punta Arenas
(70) (61) Montt (47) (48) (45)

Zch_CR_H 1 0.7000 0.7210 0.0213 - 0.6440
Zch_CR_H_2 0.0571 0.1310 0.9570 1.0000 0.3560
Zch_CR_H 3 0.0429 0.0328 - - -
Zch_CR_H 4 0.1000 - - - -
Zch_CR_H5 - 0.0820 - - _
Zch_CR_H_6 0.0714 - - - -
Zch_CR H_7 0.0143 - - - -
Zch_CR_H_8 - 0.0164 - - _
Zch_CR_ H9 0.0143 - - - -
Zch_CR_H_10 - - 0.0213 - _

Zch_CR H 11 - 0.0164 - - -
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Tabla 16 Diversidad genética de la region de control del mtADN para Zearaja

chilensis. Se indican el (Nu) nimero de haplotipos, (S) nimero de sitios polimorficos,

(h) diversidad de haplotipos, (m) diversidad de nucleétidos, (MPD) diferencia de

medias por pares., (PTD) probabilidad de Tajima D, (PFS) probabilidad de Fu F. Los (*)

indican un valor de P significativo para Dy F <0.05.

Localidad San Antonio Valdivia Puerto Montt Aisén Punta Arenas
Nh 7 6 3 1 2

S 8 4 2 0 1

H 0.4965 + 0.0695 0.4617 +£0.0729 0.0842 + 0.0552 na 0.4687 + 0.0437
1 0.0024 +0.0017 0.0012 +£0.0010 0.0001 + 0.0003 na 0.0008 = 0.0008
D (Tajima) -0.74221 -0.54267 -1.471 na 1.44998
Prp 0.278 0.333 0.030* na 0.935

F (Fu) -1.01359 -2.21227 -2.94745 na 1.74131

Prs 0.432 0.080 0.005* na 0.719

Los valores pairisticos de @sr oscilan entre 0.00008 y 0.62171 (Tabla 17). Los

resultados sugieren dos grupos distintos a nivel poblacional, el primero formado por

San Antonio, Valdivia y Punta Arenas con los valores @sr cercanos a 0.0, y un segundo

grupo que incluye Puerto Montt y Aisén con los valores @st entre 0.5 a 0.6. Diferencias

significativas entre los pares de @sr se observa entre San Antonio y todas las otras

localidades. Los conjuntos Valdivia-Punta Arenas y Puerto Montt-Aisén mostraron

divergencias pairisticos no-significativos.
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Tabla 17 Valores pairisticos de @sr y P para Zearaja chilensis entre localidades. Los
valores de @st se presentan bajo la diagonal, los valores de P, sobre la diagonal. Se

indican (*) los valores significativos de P < 0,05.

San Antonio Valdivia  Puerto Montt Aisén Punta Arenas
San Antonio - 0.02703 0 0 0
Valdivia 0.03603* - 0 0 0.11712
Puerto Montt 0.50002* 0.58316* - 0.69369 0
Aisén 0.52531* 0.62171* 0.00008 - 0
Punta Arenas 0.07990* 0.02340 0.58435* 0.54427* -

La red de haplotipos de la region control del mtADN evidencia la ausencia de
una estructura general entre todas las localidades, con Unicamente una o dos
mutaciones entre los haplotipos observados mas frecuentes en San Antonio y Valdivia
(Figura 24). Sin embargo, se puede observar una diferencia entre el conjunto de
localidades de aguas interiores (Aisén y Puerto Montt) y aguas exteriores (San
Antonio, Valdivia y Punta Arenas). Las localidades de Puerto Montt y Aisén se
encuentran representados en su mayoria por H_2 (80%) sin embargo, este haplotipo
se encuentra compartido con las otras localidades pero con frecuencias muy bajas

(Tabla 15).
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San Antonio O Valdivia . Puerto Montt . Aisén Punta Arenas .

Figura 24 Red de haplotipos de la region control del mtADN para Zearaja chilensis.

Los circulos representan haplotipos individuales y su tamafio es proporcional a la

frecuencia observada. Las localidades se indican en colores.

Dipturus trachyderma - Un total de 137 secuencias parciales de la region de control

(556bp) fueron amplificadas con éxito. La composicién de nucledtidos de estas

secuencias fue la siguiente: citosina 21.3%, timina 35.6%, adenina 34.5% y guanina

8.6%.

El andlisis posterior, reveld6 un total de nueve sitios polimoérficos los que

definieron un total de 4 haplotipos (Tabla 18). Los resultados demuestran que

Dtr_CR_H_4 es el unico haplotipo compartido entre localidades y domina claramente
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sobre los otros, con frecuencias que van entre 0.811 a 1.0 (Tabla 19). El haplotipo
Dtr_CR_H_2 se observé en San Antonio, Valdivia y Puerto Montt, mientras que
Dtr_CR_H_3 en Valdivia y Puerto Montt. Sin embargo, ambos haplotipos (Dtr_CR_H 2y
Dtr_CR_H_3) mostraron valores bajos de frecuencia entre 0.01 a 0.07. Valdivia fue el
unico lugar en el que se pudieron observar los cuatro haplotipos; de hecho el
haplotipo Dtr_CR_H_1 es unico para esta localidad. Las otras localidades restantes

carecen de haplotipos unicos (Tabla 19).

Tabla 18 Haplotipos, posicion del nucleétidos y sitios polimdrficos de la regiéon de
control del mtADN en Dipturus trachyderma. Los guiones (-) indica los sitios de
delecion (indel) y los puntos () indican identidad de nucledtidos con el haplotipo 1. Se

indica ademas, el (n) nimero de individual para cada haplotipo.

Posicion del nucleétido en sitios polimdrficos

1 1 1 2 2 2 3 4 5
Haplotipo n
4 7 7 0 4 7 0 0 4
9 6 8 1 5 1 5 2 9
Dtr CR H_1 C C C A T A A T G
Dtr_ CR_H 2 T T G A T G C T 4
Dtr CR.H_3 T T G A T G T 2
Dtr CR_H _4 T T T G A T G T 124
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Tabla 19 Frecuencia de cuatro haplotipos de la region control del mtADN para
Dipturus trachyderma, para cinco localidades en Chile. Los numeros entre paréntesis,

corresponde al nimero de individuos por localidad.

San Antonio Valdivia Puerto Aisén Punta
Haplotipo
(52) (53) Montt (14) (11) Arenas (7)
Dtr CR H 1 - 0.1320 - - -
Dtr CR H 2 0.0192 0.0377 0.0714 - -
Dtr CR. H 3 - 0.0189 0.0714 - -
Dtr CR_ H 4 0.9810 0.8110 0.8570 1.0000 1.0000

Los indices de diversidad no pudieron ser estimados de Aisén y Punta Arenas,
ya que sblo se observé un haplotipo para estos lugares. Desde las localidades
restantes Valdivia mostré los mas altos indices de diversidad (h= 0.4617), seguido por
Puerto Montt y San Antonio (h = 0.2747 y h = 0.0385, respectivamente, Tabla 20). La
diversidad de nucleétidos (m) mostré valores bajos en todos los lugares que van
0.0001 y 0.003. Los indices D (Tajima) y F (Fu) para San Antonio y Puerto Montt
fueron negativos y no significativamente diferente de cero, con la excepcion del P
valor de D, en para San Antonio (Tabla 20). Los resultados sugieren que una reciente

expansion demografica en estas localidades podria ser considerada.
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Tabla 20 Diversidad genética de la region de control del mtADN para Dipturus

trachyderma. Se indican el (Nu) numero de haplotipos, (S) numero de sitios

polimérficos, (h) diversidad de haplotipos, (m) diversidad de nucleétidos, (MPD)

diferencia de medias por pares., (PTD) probabilidad de Tajima D, (PFS) probabilidad

de Fu F. Los (*) indican un valor de P significativo para Dy F <0.05.

Localidad San Antonio Valdivia Puerto Montt Aisén Punta Arenas
Nn 2 4 3 1 1
S 2 9 2 0 0
H 0.0385+0.0366 0.4617 £0.0729 0.2747 +0.1484 na na
I 0.0001 +0.0003 0.0036+0.0023 0.0007 £ 0.0008 na na
D (Tajima) -1.46012 0.05381 -0.95919 na na
Prp 0.036* 0.577 0.197 na na
F (Fu) -0.89375 3.40986 -0.85452 na na
Prs 0.099 0.921 0.078 na na

Los valores pairisticos de @sr indican una divergencia no significativa entre las

localidades (Tabla 21). Aunque los valores entre San Antonio y Valdivia parece ser

significativos, se observd una ausencia de estructura poblacional entre todas las

localidades. Esta situacion puede deberse a la ocurrencia Unica del Haplotipo

Dtr_CR_H_1 en Valdivia, el que es divergente en siete mutaciones del resto de

haplotipos.
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Tabla 21 Valores pairisticos de @st y P para Dipturus trachyderma entre localidades.
Los valores de @sr se presentan bajo la diagonal, los valores de P, sobre la diagonal. Se

indican (*) los valores significativos de P < 0,05.

San Antonio Valdivia Puerto Montt Aisén Punta Arenas

San Antonio - 0 0.12613 0.99099 0.99099
Valdivia 0.11014* - 0.36937 0.19820 0.43243
Puerto Montt 0.07389 0.02790 - 0.51351 0.76577
Aisén -0.04555 0.03749 0.02902 - 0.99099
Punta Arenas  -0.07561 0.00688 -0.01564 0 -

La red de haplotipos para la region control del mtADN de D. trachyderma,
mostré una falta general de estructura poblacional, lo que se encuentra en directa
relacion al predominio (90%) de un haplotipo Dtr_CR_H_4 entre las localidades
(Figura 25). Aunque este haplotipo es compartido por todas las localidades, es
dominante en San Antonio y Valdivia. Sin embargo, se debe suponer un sesgo
relacionado con el tamafio de muestreo en las localidades restantes. Sin embargo,
Valdivia es la unica localidad que muestra un haplotipo unico (Dtr_CR_H_1) divergente

por siete mutaciones del conjunto de haplotipos.
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Figura 25 Red de haplotipos de la regién control del mtADN para Dipturus
trachyderma. Los circulos representan haplotipos individuales y su tamafio es

proporcional a la frecuencia observada. Las localidades se indican en colores.

Diversidad genética y estructura poblacional utilizando marcadores nucleares

Zearaja chilensis - Un total de 154 individuos de cinco localidades fueron
genotipados con nueve loci de microsatélites. Todos los loci fueron polimoérficos con
diversidad alélica que oscil6 entre 4 (Zch_MS_10) y 13 alelos (Zch_MS_31) (Tabla 22).
La heterocigosidad observada (Ho) oscilé entre 0.300 y 0.810; mientras que

heterocigosidad esperada (Hg) oscil6 entre 0.302 y 0.800. Los valores mas altos de Ho
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y HE fue registrado para los loci Zch_MS_19 y Zch_MS_31 respectivamente; mientras

que el locus Zch_MS_13 mostro el valor mas bajo (Tabla 22).

Tabla 22 Caracterizacién de los nueve loci polimérficos de microsatélites utilizados
en Zearaja chilensis. El nombre del locus (MS) y el cddigo interno (P1) de laboratorio
se encuentran indicados. Ademas, se incluye el (Na) numero de alelos, el (Ng) nimero

efectivo de alelos por locus, y 1a heterocigosidad (Ho) observada y (Hg) esperada.

Locus (MS)/ Tamaiio

Codigo (P1) Secuencia de primer (3’-5") Motif (bp) Na Ne H, He
Zchi_P1_067 F: GGATTT CAT AAA GTG AGT ATT GGC (AC)10 143 5 2.234 0.545 0.540
Zch_MS_08 R: CAA ACT TTA AGA TG TGG TGG C

Zchi_P1_070 F: CAG CCA GAT GTT CTA TCT CCC (AC)7 166 5 1.443 0.300 0.302
Zch_MS_13 R: GAC CAT AAA CCCAGGTGCC

Zchi_P1_019 F: TTA TGA AGT AGA CCT CAA ATT AAC CC (AAT)8 213 7 4944 0.810 0.797
Zch_MS_19 R: TTT ACT AGT GCA GAC TTA ATG CCG

Zchi_P1_059 F: CTT CCT TGA CAT TCC TTG GG (AATG)7 141 5 2562 0.599 0.609
Zch_MS_15 R: ACC TTA ACA TAG AAT ATC ACT GCG G

Zchi_P1_085 F: TTT GAG TAA ATG GCC ACC G (AC)7 182 13 5.205 0.768 0.800
Zch_MS_31 R: AAC TGT CCA CAATTC CTC CC

Zchi_P1_007 F: GAA ATA AAC AGA GTA CCC TCT ATG GC (ATC)8 137 8 1.859 0.474 0.452
Zch_MS_06 R: CCG ACT CAT GAATTT CTC CC

Zchi_P1_072 F: GAC TCC TGT TGT TCT ATG TTC CC (AQ)10 301 7 2750 0.578 0.622
Zch_MS_16 R: ATG GAC CCT TTA TCT CAG GG

Zchi_P1_057 F: CAT CGT GTG ACT GAG TGC G (AGC)7 333 4 2870 0.614 0.650
Zch_MS_10 R: TGT GCA CCA CGATTT AGG C

Zchi_P1_083 F: AGG TTT AGA GGG ATA TGG GC (AC)9 394 7 2136 0.518 0.496

Zch_MS_29 R: CCA GTA AGC CTG TTA ATA TAA GGG
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Todos los loci de microsatélites fueron probados por errores de puntuacion
usando MICROCHECKER, el que identifico la posibilidad de alelos nulos sélo para un
locus (Zch_MS_10) en Aisén debido a un exceso de homocigotos. No hay evidencias de
error de puntuaciéon debido a repeticiones, alelos nulos o desapariciéon de alelos en
cualquier otro locus o localidad. Los analisis de Hardy-Weinberg mostré que la
mayoria de los loci estaban en equilibrio (aproximadamente 90%), aunque cinco loci
presentaron una desviacion significativa de HWE en una localidad (P = 0.01) y valores
significativos para dos loci (P = 0.04) para tres localidades (Tabla 23). No hay

evidencia de desequilibrio para ningun par de loci.

Tabla 23 Valores significativos (P < 0.05) para el test exacto de equilibrio Hardy-

Weinberg en Zearaja chilensis.

Locus
Poblacion Zch_ Zch_ Zch_ Zch_ Zch_ Zch_ Zch_ Zch_ Zch_
MS 08 MS 13 MS_19 MS_15 MS_31 MS_06 MS_16 MS_ 10 MsS_29
San Antonio n=30 - - - - - 0.01 - - _
Valdivia n=32 - - - - - - 0.04 - -
Puerto Montt  n= 32 - 0.04 - - - - - - -
Aisén n=32 - - - - - - - 0.01 -
Punta Arenas n= 28 - - 0.04 - - - - - -
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El nimero observado de alelos dentro de las localidades oscilé entre 2 para San
Antonio en el locus Zch_MS_13 y, 10 para San Antonio y Puerto Montt en el locus
Zch_MS_31 (Tabla 24). San Antonio mostré el promedio mas alto de Ho y Hg (0.603 y
0.613, respectivamente) y el promedio mas bajo fue observado en Aisén (0.534 y
0.546, respectivamente). El coeficiente de inbreeding (Fis), varié entre -1.000 y 1.000.
Entre las localidades, se detectaron valores de Fis positivos debido a las deficiencias de
heterocigotos en todos los loci. El locus Zch_MS_16 tuvo la mayor cantidad de valores
positivos de Fis para todas las localidades, mientras que el locus Zch_MS 06 y
Zch_MS_29 presentaron la mayoria de valores negativos (Tabla 24). Los valores de Fis,
indican también que Aisén tiene el mayor promedio positivo (0.303) y Punta Arenas el
mayor negativo (-0.023). Sin embargo, no se encontraron valores significativos de Fis

entre localidades.
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Tabla 24 Diversidad genética de los nueve loci de microsatélites por localidad para
Zearaja chilensis. Se indican el (N) numero de individuos; el (Na) numero de alelos
observados por locus; el (Ng) nimero efectivo de alelos por locus; la heterocigosidad
(Ho) observada y (Hg) esperada; y el (Fis) coeficiente de inbreeding de Wright para los

individuos en relacién con su localidad.

Zch Zch_ Zch Zch_ Zch_ Zch_ Zch_ Zch_ Zch_

Localidad

MS_ 08 MS.13 _MS 19 MS 15 MS31 MS06 MS.16 MS_10 MS_29

San Antonio

N 30 29 27 30 30 30 30 26 29
Na 5 2 6 4 10 7 4 4 6
NEg 2120 1.355 4.688 2423 5.488 2.222 2985 3.011 2.836
Ho, 0.500 0.241 0.852 0.633 0.867 0.467 0.600 0.577 0.690
He 0.528 0.262 0.787 0.587 0.818 0.550 0.665 0.668 0.647
Fis 0.054 0.079 -0.083  -0.079 -0.060 0.152  0.098 0.136 -0.065
Valdivia

N 32 32 32 32 32 32 32 32 32
Na 5 3 7 5 9 6 5 4 6
NEg 1.775 1.290 4923 2510 4.719 2.060 3.025 3.122 2.663
Ho 0.438 0.219 0.750 0.563 0.750 0.594 0.563 0.688 0.625
He 0.437 0.225 0.797 0.602 0.788 0.515 0.669 0.680 0.625
Fis -0.002  0.026 0.059 0.065 0.048 -0.154 0.160 -0.011 -0.001
Puerto Montt

N 31 30 24 31 31 32 31 32 31
Na 5 4 6 4 10 5 6 4 3
NEg 1961 1.457 4923 2.773  6.343 1.822 3.444 2.745 1.442
Ho 0.484 0.233 0.875 0.677 0.806 0.469 0.645 0.656 0.355
He 0.490 0.314 0.797 0.639 0.842 0.451 0.710 0.636 0.306
Fis 0.013 0.257 -0.098 -0.059 0.043 -0.039 0.091 -0.032 -0.158
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Tabla 24 continuacién

Localidad Zch_ Zch_ Zch Zch_ Zch_ Zch_ Zch_ Zch_ Zch_
MS_08 MS 13 _MS 19 MS 15 MS 31 MS_06 MS_16 MS 10 MS.29
Aisén
N 32 32 32 31 30 32 31 32 31
Na 5 4 6 5 7 5 4 4 5
Ng 2.459 1.431 5.292 2.673 3.644 1.544 2.069 2.684 1.560
H, 0.625 0.344 0.906 0.548 0.633 0.375 0.548 0.438 0.387
He 0.593 0.301 0.811 0.626 0.726 0.353 0.517 0.627 0.359
Fis -0.053 -0.141 -0.117 0.124 0.127 -0.064  -0.061 0.303 -0.078
Punta Arenas
N 28 28 27 28 28 28 28 28 28
Na 4 3 6 4 8 5 5 4 5
Ng 2.856 1.682 4.893 2431 5.829 1.647 2.227 2.785 2.181
H, 0.679 0.464 0.667 0.571 0.786 0.464 0.536 0.714 0.536
He 0.650 0.406 0.796 0.589 0.828 0.393 0.551 0.641 0.541
Fis -0.044  -0.145 0.162 0.029 0.052 -0.182 0.028 -0.114 0.011

Una leve estructura poblacional genética fue evidenciada para Z. chilensis
utilizando los loci de microsatélites. Los valores de Fst basados en loci de
microsatélites oscilan entre -0.003 y 0.001 (Tabla 25). Aunque la mayoria de estos
valores no son significativos (valores de P < 0.05), los valores generales de Fst no son
diferentes de cero. Sin embargo, basado en los valores individuales de Fst, se observa
un aislamiento por distancia (IBD) de caracter significativo (r = 0.6934, P = 0.01)

(Figura 26).
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Tabla 25 Valores pairisticos de Fst 'y P para Zearaja chilensis entre localidades. Los
valores de Fst se presentan bajo la diagonal, los valores de P, sobre la diagonal. Se

indican (*) los valores significativos de P < 0,05.

San Antonio Valdivia Puerto Montt Aisén Punta Arenas

San Antonio = 0.66602 0.06152 0.10547 0.03027
Valdivia -0.00219 = 0.40625 0.01660 0.00293
Puerto Montt 0.00828 0.00084 = 0.72363 0.07617
Aisén 0.00696 0.01150* -0.00340 = 0.10352
Punta Arenas 0.01109* 0.01928* 0.00783 0.00612 =

0.030 -
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Figura 26 Correlacion basada en los valores de Fst de microsatélites, entre la

distancia genética y geografica Zearaja chilensis en las localidades estudiadas.
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Dipturus trachyderma - Un total de 95 individuos proveniente de cinco localidades
fueron genotipados con siete loci de microsatélites. Todos los loci fueron polimorficos
con diversidad alélica que oscila entre valores de 2 (Zch_MS_15, Zch_MS_06) y 6
(Zch_MS_31, Dtr_MS_08) alelos (Tabla 26). La heterocigosidad observada (Ho) oscilé
entre 0.142 y 0.580; mientras que la heterocigosidad esperada (Hg) varia entre 0.209
y 0.568. Los mayores valores de Ho y Hg fueron registrados para el locus Zch_MS_3,
mientras que el locus Zch_MS_16 mostroé los valores mas bajos (Tabla 26).

Todos los loci microsatélites fueron revisados por errores en las anotaciones a
través de MICROCHECKER, y se evidencia la posibilidad de alelos nulos para el locus
Zch_MS_16 en San Antonio y el locus Zch_MS_15 en Valdivia, debido a repeticiones en
la secuencia de oligonucleétidos y al exceso de homocigotos. Sin embargo, no hay
evidencias de errores de anotaciéon debido a repeticiones, alelos nulos o descartes en
cualquier otro loci o localidad. Los analisis de Hardy-Weinberg mostraron que la
mayoria de los loci estaba en equilibrio (aproximadamente 90%), sélo dos loci
presentan una desviacidn significativa del HWE, para una localidad en particular, con
valores de P entre 0.003 y 0.037 (Tabla 27). No hay evidencia de desequilibrio para

ningun par de loci investigado.
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Tabla 26 Caracterizacion de los siete loci polimérficos de microsatélites utilizados en

Dipturus trachyderma. El nombre del locus (MS) y el coédigo interno (P1) de

laboratorio se encuentran indicados. Ademas, se incluye el (Na) nimero de alelos, el

(Ng) niimero efectivo de alelos por locus, y la heterocigosidad (Ho) observada y (Hg)

esperada.
Locus (MS)/ Tamafio
Codigo (P1) Secuencia de primer (3’-5") Motif (bp) A Ng H, He
Zchi_P1_67 F: GGA TTT CAT AAA GTG AGT ATT GGC (AQ)10 143 4 1.691 0.445 0.387
Zch_MS_08 R: CAA ACT TTA AGA TGT GGT GGC
Zchi_P1_.70 F: CAG CCA GAT GTT CTA TCT CCC (AC)7 166 4 1805 0475 0.419
Zch_MS_13 R: GAC CAT AAA CCCAGG TGCC
Zchi_P1_59 F: CTT CCT TGA CAT TCC TTG GG (AATG)7 141 2 1907 0.463 0.475
Zch_MS_15 R: ACC TTA ACA TAG AAT ATC ACT GCG G
Zchi_P1_85 F: TTT GAG TAA ATG GCC ACC G (ACY7 182 6 2.326 0.580 0.568
Zch_MS_31 R: AAC TGT CCA CAATTC CTC CC
Dtr_P1_09 F: GCA ACA GTT CTT CTC CAC CG (ACTC)13 329 6 1.899 0.434 0.468
Dtr_MS_08 R: AAG CAA GCT TCA GCA GCC
Zch_P1_07 F: GAA ATA AAC AGA GTA CCC TCT ATG GC (ATC)8 137 2 1346 0.289 0.253
Zch_MS_06 R: CCG ACT CAT GAATTT CTC CC
Zchi_P1.72 F: GAC TCC TGT TGT TCT ATG TTC CC (AC)10 301 4 1.283 0.142 0.209

Zch_MS_16

R: ATG GAC CCT TTA TCT CAG GG
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Tabla 27 Valores significativos (P < 0.05) para el test exacto de equilibrio Hardy-

Weinberg en Dipturus trachyderma.

Locus
Poblacion Zch_ Zch_ Zch_ Dtr_ Zch_ Zch_
Zch_MS_08
MS_ 19 MS_15 MS_31 MS_08 MS_06 MS_16
San Antonio n=32 - - - - - - _
Valdivia n=31 - - - 0.037 - - -
Puerto Montt n=14 - 0.003 - - - - -
Aisén n=11 - - - - - - _
Punta Arenas n=7 - - - - - - -

El nimero observado de alelos dentro de todas las localidades, vario entre
valores de 2 en la mayoria de las localidades y loci, y 6 para el para locus Zch_MS_31
en Valdivia (Tabla 28). Puerto Montt present6 el mayor promedio de heterocigosidad
Ho y He (0.471 y 0.440, respectivamente) y la media mas baja de Ho y Hg fue
observada en Punta Arenas (0.347 y 0.322, respectivamente). El coeficiente de
inbreeding (Fis), varié entre valores de -1.000 y 1.000. Entre localidades, se
observaron valores de Fis positivos debido a las deficiencias de heterocigotos en todos
los loci. Sin embargo, el locus Zch_MS_16 tuvo los valores mas positivos de Fis a través
de las localidades, mientras que el locus Zch_MS_08 tuvo los valores mas negativos
(Tabla 28). Los valores de la Fis también indican que San Antonio tiene el promedio
positivo mayor (0.05) y Punta Arenas el mayor negativo (-0.09), sin embargo, no se

observan valores significativos de la Fis.
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Tabla 28 Diversidad genética de los siete loci de microsatélites por localidad para
Dipturus trachyderma. Se indican el (N) nimero de individuos; el (Na) numero de
alelos observados por locus; el (Ng) ndmero efectivo de alelos por locus; la
heterocigosidad (Ho) observada y (Hg) esperada; y el (Fis) coeficiente de inbreeding de

Wright para los individuos en relacién con su localidad.

Zch_ Zch_ Zch_ Zch_ Dtr_ Zch_ Zch_
MS 08 MS19 MS 15 MS 31 MS08 MS06 MS 16

Localidad

San Antonio

N 32 32 31 30 29 32 32
Na 2 3 2 4 5 2 2
NEg 1.882 1.877 1.845 2335 2.143 1.398 1.319
Ho 0.438 0.438 0.516 0.567 0.552 0.281 0.156
He 0.469 0.467 0.458 0.572  0.533 0.285 0.242
Fis 0.067 0.064  -0.127 0.009 -0.035 0.012 0.354
Valdivia

N 32 32 32 30 29 32 32
Na 4 4 2 6 5 2 4
Nk 1.637 1.938 1.822 2403 1.890 1.168 1374
Ho 0.438 0.469 0.313 0.567 0.379 0.156  0.250
He 0.389 0.484 0.451 0.584 0.471 0.144 0.272
Fis -0.124 0.031 0.307 0.029 0.194 -0.085 0.081
Puerto Montt

N 14 14 13 14 11 14 14
Na 2 3 2 3 3 2 2
N 1.849 2.435 1.988 2.142 1716 1415 1.415
Ho 0.571 1.000 0.308 0.571 0.273 0.357 0.214
He 0.459 0.589 0.497 0.533 0.417 0.293  0.293

Fis -0.244 -0.697 0.381 -0.072  0.347 -0.217  0.270
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Tabla 28 Continuacion

Localidad Zch_ Zch_ Zch_ Zch_ Dtr_ Zch_ Zch_
MS 08 MS19 MS 15 MS 31 MS08 MS06 MS.16

Aisén
N 11 11 8 8 8 11 11
Na 2 3 2 3 3 2 2
Ne 1.936 1.449 1.882 2.169 1.662 1.424 1.308
H, 0.636 0.182 0.750 0.625 0.250 0.364 0.091
He 0.483 0.310 0.469 0.539 0.398 0.298 0.236
Fis -0.316 0.413 -0.600 -0.159 0.373 -0.222 0.614
Punta Arenas
N 7 7 7 7 7 7 7
Na 2 2 2 3 3 2 1
Ne 1.153 1.324 2.000 2.579 2.085 1.324 1.000
H, 0.143 0.286 0.429 0.571 0.714 0.286 0.000
He 0.133 0.245 0.500 0.612 0.520 0.245 0.000
Fis -0.077  -0.167 0.143 0.067 -0.373 -0.167 -

No se detecté una estructura genética significativa basada en los valores
pairisticos de Fsr entre todas las localidades. Los valores de Fsr variaron entre -0.035 y
0.041 (Tabla 29). Aunque los resultados indican valores significativos Fsr entre
Valdivia y Puerto Montt estos no son muy diferentes de cero. Por otra parte, no hubo
diferencias significativas entre las otras localidades. No se observan diferencias
significativa debido a un aislamiento por distancia (IBD) (r = -0.1996, P = 0.6480)

basada en los valores de Fsr (Figura 27).
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Tabla 29 Valores pairisticos de Fsty P para Dipturus trachyderma entre localidades.
Los valores de Fst se presentan bajo la diagonal, los valores de P, sobre la diagonal. Se

indican (*) los valores significativos de P < 0,05.

San Antonio Valdivia Puerto Montt Aisén Punta Arenas

San Antonio = 0.13184 0.35840 0.99609 0.16602
Valdivia 0.01095 = 0.02832 0.60840 0.43652
Puerto Montt 0.00227 0.03048* = 0.24805 0.07227
Aisén -0.03531 -0.00751 0.01032 = 0.60742
Punta Arenas 0.02012 0.00011 0.04121 -0.01737 =

0.050 =~
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Figura 27 Correlacion basada en los valores de Fst de microsatélites, entre la

distancia genética y geografica Dipturus trachyderma en las localidades estudiadas.
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5.4. Identificar y caracterizar la(s) principal(es) unidad(es) demogrdfica(s) de

raya volantin y raya espinosa presentes en la costa chilena

5.4.1. Caracterizacion y variacion morfométrica en la raya volantin Zearaja

chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma, en aguas chilenas

Las caracteristicas morfométricas completas de la raya volantin Zearaja
chilensis y la raya espinosa Dipturus trachyderma, se presentan en la Tabla 30. Cabe
destacar que algunas medidas, p.e., diametro orbital (8), distancia pre-nasal (16),
distancia desde el hocico a la ultima hendidura branquial (17); son levemente
diferentes entre especies, con una leve sobre posicién de los rangos. Mientras que
otras mediciones, e.g, ancho maximo del espiraculo (10), la distancia entre aberturas
branquiales (26 y 27), ancho de la cola a la altura de las aletas pélvicas (32), son
bastante diferentes. En algunos casos inclusive, p.e., ancho maximo desde el hocico
(4), distancia desde el hocico al espiraculo (6), longitud dorsal de la cabeza (7); se
observan grandes diferencias entre machos y hembras probablemente asociados a los
cambios morfoldgicos asociados a la madurez sexual. Cabe destacar que el largo (2) y
ancho del disco (3) proporcionalmente menores en D. trachyderma que en Z. chilensis.
Esta diferencia en las proporciones del largo/ancho del disco, dan la caracteristica
forma sub-romboidal a D. trachyderma.

En el caso de Z. chilensis, se observa un marcado dimorfismo sexual lo que no
es evidente en D. trachyderma (Figura 28). Estadisticamente, el analisis visual

realizado a través del MDS fue corroborado a través del test ANOSIM. No se observan
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diferencias significativas en la raya espinosa (ANOSIMp. trachyderma: R = 0.071; P =

0.122), aunque las diferencias entre sexos en la raya volantin son significativas

(ANOSIMz chitensiss R = 0.362; P <0.01). Dado el dimorfismo sexual en Z. chilensis, la

comparacién entre ambas especie fue realizada considerando estas diferencias. La

visualizacion multivariada de la informacion a través del MDS, evidencia una clara

separacion entre especies (Figura 29). Estadisticamente, estas diferencias son

significativas (ANOSIM: R = 0.532; P <0.01).
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Figura 28 Escalamiento no-métrico multidimensional de las diferencias

morfométricas entre machos (triangulos negros) y hembras (triangulos blancos) de

(A) Zearaja chilensis y (B) Dipturus trachyderma.
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Tabla 30 Caracterizacién morfométrica de machos y hembras de Zearaja chilensis y

Dipturus trachyderma. Valores y rangos (minimo y maximo) se expresan como

porcentaje de la longitud total (TL), excepto en TL (1), la que se presenta en cm.

Definicién de cada medida (ABR) se encuentran en la Tabla 5. Longitud de clasper (*)

no aplica en hembras.

Zearaja chilensis

Dipturus trachyderma

ABR
Hembras Machos Hembras Machos

1 105.0 (79.2-183.0) 97.4 (85.2-113.6) 1719 (117.4-242.5) 167.9 (110.8-200.4)

2 77.7 (59.8-85.1) 77.2 (73.4-82.6) 72.5 (71.0-76.9) 71.2 (68.2-75.9)

3 61.6 (48.3-654) 60.7 (59.3-65.5) 59.0 (56.6-63.5) 58.2 (55.9-66.8)
4 37.1 (29.1-40.1) 359 (33.8-37.5) 36.0 (31.7-39.5) 343 (32.6-68.6)

5 19.1 (15.3-20.7) 17.6 (16.2-20.5) 204 (19.0-28.1) 19.5 (17.8-20.7)

6 248 (19.7-27.4) 23.3 (219-32.7) 249 (23.4-27.7) 23.6 (22.5-25.4)

7 27.0 (21.3-294) 25.5 (24.0-294) 27.0 (24.8-29.5) 25.7 (19.3-27.3)

8 3.5 (2.7-44) 3.8 (3.1-12.4) 25 (1.7-3.5) 26 (21-35)

9 6.0 (4.5-8.6) 6.2 (5.7-7.2) 46 (43-5.9) 44 (42-51)
10 3.2 (2.3-37.8) 34 (22-3.7) 23 (1.6-3.3) 24 (1.7-2.8)
11 6.8 (5.5-7.9) 6.4 (5.5-7.6) 58 (5.3-7.1) 56 (45-7.1)
12 7.8 (6.4-84) 7.6 (6.8-8.2) 6.1 (6.0-8.3) 6.2 (54-6.7)
13 62.1 (49.7-65.0) 59.8 (57.9-64.5) 56.1 (54.4-64.0) 549 (53.5-58.6)
14 379 (35.0-50.3) 40.2 (35.5-42.1) 439 (36.0-45.6) 45.1 (41.4-46.5)
15 19.4 (15.6-21.9) 17.5 (16.4-20.7) 20.6 (19.2-224) 19.5 (17.6-21.6)
16 16.8 (13.4-19.6) 15.0 (14.3-18.3) 18.1 (16.8-19.1) 16.9 (15.4-18.5)
17 359 (3.6-38.3) 35.6 (32.4-38.1) 342 (33.0-38.2) 33.5 (31.3-35.3)
18 103 (8.2-11.7) 10.8 (9.8-12.2) 9.2 (7.5-10.2) 8.6 (8.1-16.9)
19 10.3 (1.6-11.9) 9.7 (9.2-10.5) 8.8 (8.5-10.7) 8.6 (8.0-9.2)
20 51 (3.7-6.3) 53 (44-6.8) 49 (3.7-6.9) 47 (4.0-6.8)
21 14.0 (10.5-15.2) 13.6 (10.6-15.0) 119 (9.1-16.2) 11.6 (7.6-12.9)




Tabla 30 Continuacion.
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Zearaja chilensis

Dipturus trachyderma

ABR
Hembras Machos Hembras Machos

22 1.0 (0.6-2.1) 1.1 (0.8-2.0) 1.0 (0.5-1.4) 1.1 (0.8-1.6)
23 20 (1.6-12.2) 23 (1.5-10.4) 1.7 (1.3-9.2) 1.6 (1.3-94)
24 24 (1.7-29) 22 (1.6-3.2) 1.6 (1.2-21) 1.7 (1.3-1.9)
25 1.8 (1.4-3.2) 1.8 (1.2-2.2) 1.5 (1.2-1.7) 14 (1.2-1.9)
26 19.7 (13.9-22.6) 18.2 (16.4-22.1) 16.8 (16.3-23.4) 163 (1.7-17.1)
27 12.2 (9.4-13.5) 9.8 (9.3-124) 10.6 (9.5-12.1) 10.1 (9.0-16.8)
28 *ox 313 (17.1-33.8) * X 11.3 (8.1-18.7)
29 10.2 (7.5-12.4) 114 (9.7-13.3) 10.0 (8.7-10.9) 10.7 (9.5-13.3)
30 15.5 (12.0-17.0) 19.7 (16.2-21.9) 13.8 (12.5-14.5) 143 (12.6-15.6)
31 16.0 (13.9-17.9) 14.0 (12.6-16.4) 139 (11.9-16.6) 13.2 (9.9-14.5)
32 58 (41-7.1) 6.1 (3.1-7.0) 48 (3.8-6.2) 49 (43-6.2)
33 2.6 (1.7-3.5) 2.7 (2.3-3.6) 25 (1.7-2.9) 26 (2.0-3.2)
34 3.7 (3.0-4.0) 34 (2.7-44) 2.7 (2.2-3.7) 2.7 (2.3-3.5)
35 1.8 (1.1-2.6) 19 (1.6-2.4) 1.7 (1.4-1.9) 1.6 (1.3-2.0)
36 3.0 (2.2-3.6) 26 (2.2-3.5) 24 (1.7-3.3) 24 (2.2-29)
37 1.5 (1.0-1.8) 1.6 (1.1-2.0) 1.3 (1.2-1.7) 1.5 (1.1-15.9)
38 50 (3.7-5.7) 57 (4.5-6.4) 51 (4.6-5.9) 55 (34-6.3)
39 3.8 (3.2-4.5) 43 (34-5.1) 32 (24-4.6) 34 (29-39)
40 15.1 (9.4-18.9) 15.1 (13.0-17.1) 16.7 (13.6-18.8) 18.2 (14.0-168.2)
41 9.0 (5.8-11.1) 9.0 (5.1-10.2) 99 (83-11.2) 10.7 (6.3-12.3)
42 3.8 (21-6.0) 3.6 (29-5.1) 42 (34-51) 46 (29-6.2)
43 42 (3.3-5.3) 57 (2.6-14.1) 49 (3.6-5.38) 6.3 (3.6-9.3)
AN 1 (0-1) 1 (0-1) 0 0 0 0

AM 35 (20-39) 29 (20-37) 30 (25-43) 285 (27 -44)
AD 2 (0-3) 1 (0-2) 2 (1-3) 2 (1-2)
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2D Stress: 0.11

Figura 29 Escalamiento no-métrico multidimensional de las diferencias
morfométricas entre Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma. Los circulos negros
representan a la poblacion, sexos agrupados de D. trachyderma. Los triangulos

representan los machos (negros) y hembras (blancos) de Z. chilensis.

El analisis SIMPER evidencia las mediciones morfométricas que contribuyen
mayormente a la separacion de especies (Tabla 31). Una diferencia acumulada sobre
el 55% se alcanza considerando tres y cuatro variables, dependiendo del factor de
agrupacion considerado. Las variables que mas contribuyen hacia la separacion de
especies fueron el conteo de aguijones en la linea media (AM), el ancho del disco (2) y
la distancia entre el hocico y la cloaca (13). Las diferencias entre machos y hembras de
Z. chilensis incluye ademas la longitud del 16bulo posterior de la aleta pélvica (30)

entre las variables que aportan diferencias al conjunto.
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Tabla 31 Medidas morfométricas que contribuyen a la diferenciacién entre los grupos

de especies. Solo aquellas mediciones sobre el >55% se presentan en la tabla.

Definicion de cada medida (ABR) se encuentran en la Tabla 5.

Valores promedio (%TL)

Diferencias (%)

ABR Z. chilensis
D. trachyderma Contribuciéon Acumulativo
(machos)
AM 30.5 28.5 26.02 26.02
2 721 77.2 11.57 37.58
30 13.9 18.9 8.48 46.06
13 55.6 59.8 7.11 53.17
Valores promedio (%TL) Diferencias (%)
ABR Z. chilensis
D. trachyderma Contribucion Acumulativo
(hembras)
AM 30.5 36.1 28.74 28.74
2 721 77.9 13.62 42.36
13 55.6 61.9 11.23 53.6
Valores promedio (%TL) Diferencias (%)
ABR Z. chilensis Z. chilensis
Contribucion Acumulativo
(hembras) (machos)
AM 36.1 28.5 44.43 44.43
2 77.9 77.2 8.25 52.67
30 15.3 18.9 5.75 58.42
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A nivel general, no se observan diferencias significativas en la morfometria
entre las localidades muestreadas para ambas especies (ANOSIMz chitensiss Ralobal =
0.153; P = 0.341; ANOSIMp. trachyderma: Ralobal = 0.319; P = 0.245). Sin embargo, se
observan diferencias significativas entre la poblaciéon de Punta Arenas y Valdivia
(ANOSIM: R = 0.03; P > 0.05) de Z chilensis. En las restantes localidades, estas

diferencias no son evidenciadas.

5.4.2. Caracterizacion y variacion de la dieta y nivel tréofico de Zearaja chilensis

y Dipturus trachyderma en aguas chilenas

En total se obtuvieron 48 estémagos, 29 pertenecientes a la especie Zearaja
chilensis, y 19 a la especie Dipturus trachyderma. De los estdmagos obtenidos, 39 de
ellos presentaron contenido con replecion casi completa del estémago, y 9 de ellos
presentan estdémagos totalmente vacios, sélo con liquido pero sin posibilidad de
identificar algiin item presa. Del resto de estdmagos, se presentan individuos semi-
digerido, posible de identificar de manera visual sin mayor problema, al ocupar guias
de identificaciéon de crustaceos y peces 0seos. En el caso de muestras mas digeridas,
no es posible identificar o en el caso de peces 6seos se realiza identificacion de
otolitos.

En la totalidad de estdmagos con presencia de items presa, se identificaron
diversas especies o géneros de individuos, donde se determino que los grupos
correspondientes a peces 6seos y crustaceos son la preferencia al momento de elegir

su dieta.



Registro taxonémico de presas
PECES OSEOS (Clase Actinopterygii)
Scorpaeniformes (Familia Scorpaenidae)

Gadiformes (Familia Merlucciidae)

Ophidiiformes (Familia Ophidiidae)
Perciformes (Familia Pinguipedidae)

Pleuronectiformes (Familia Paralichthyidae)

CRUSTACEOS (Clase Malacostraca)

Decapoda (Familia Porcellanidae)

Decapoda (Familia Pandalidae)
Decapoda (Familia Epialtidae)
Decapoda (Familia Cancridae)
Decapoda (Familia Munididae)
Brachyura (Familia Majidae)
Euphausiacea (Familia Euphausiidae)
MOLUSCOS (Clase Cephalopoda)
Octopoda (Familia Octopodidae)
ERIZOS DE MAR (Clase Echinoidea)

Echinoida (Familia Echinidae)
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Sebastes oculatus
Merluccius gayi
Macruronus magellanicus
Genypterus sp

Prolatilus jugularis
Hippoglossina macrops

Paralichthys sp

Petrolisthes sp
Petrolisthes tuberculatus
Allopetrolisthes sp.
Heterocarpus reedi
Taliepus dentatus
Cancer sp

Pleuroncodes monodon
Eurypodius latrellei

Euphausia sp

Octopus sp.

Loxechinus albus



-252-

—o— %N Z.chilensis

—o— %N D.trachyderma

15,0

10,0

Ndmero en porcentaje

o
o

Figura 30 Items-presa encontrados en estémagos de Z chilensis y D. trachyderma.

Segun la Tabla 32, se observé que el espectro tréfico de la raya volantin se
conform6 principalmente de crusticeos y peces oOseos, y dentro de estos
principalmente el camarén nailon Heterocarpus reedi, y el pez Sebastes oculatus. Se
identificaron 33 presas en total, de las cuales el 51% de los individuos corresponden a
crustaceos, 45,5% a peces 0seos, y un 3 % a equinodermos. El porcentaje de
frecuencia, mostré6 que también en este caso el camardn nailon tiene mayor
ocurrencia. En relacion al peso, las presas presentes en los estémagos representaron
un total de 1070,58 g, de las cuales el pez Sebastes oculatus fue la presa mas
representativa con 44,96 % del peso total. El Indice de Importancia Relativa sefiala
que la presa con mayor contribucidn fue el pez Sebastes oculatus con un 32,61% IIR,
seguido por el camarén nailon (Heterocarpus reedi) con 26,96 %, siendo para ambas

especies los items mas importantes dentro de la dieta alimentaria. Segtin el analisis
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del coeficiente de alimentacion (Q), se obtuvieron presas preferenciales notorias, el
caso del pez Sebastes oculatus. Y presas secundarias, reconociendo a Hippoglossina
macrops; peces oOseos indeterminados; Heterocarpus reedi; Eurypodius latreillei;
Allopetrolisthes sp. El resto pertenecieron a presas de tipo raro en la dieta de Zearaja

chilensis.

Tabla 32 Indices numéricos de alimentacién para la especie Zearaja chilensis.

item/presa %N %F %P IIR %IIR Q
Sebastes oculatus 10,34 13,79 4496 762,86 32,61 465,13
Merluccius gayi 1,72 3,45 0,29 6,94 0,30 0,50
Macruronus magellanicus 3,45 6,90 4,04 51,63 2,21 13,92
Genypterus sp 1,72 3,45 0,22 6,72 0,29 0,39
Hippoglossina macrops 5,17 10,34 15,35 212,27 9,07 79,38
Prolatilus jugularis 1,72 3,45 2,34 14,01 0,60 4,03
Pez 6seo indet. 6,90 13,79 6,26 181,46 7,76 43,17
Petrolisthes sp 3,45 6,90 3,08 44,99 1,92 10,61
Heterocarpus reedi 22,41 20,69 8,07 630,78 26,96 180,97
Eurypodius latreillei 13,79 6,90 3,43 118,77 5,08 47,28
Taliepus dentatus 1,72 3,45 1,17 9,98 0,43 2,02
Euphausia sp 517 10,34 0,92 63,07 2,70 4,78
Allopetrolisthes sp. 517 6,90 4,95 69,78 2,98 25,58
Petrolisthes tuberculatus 3,45 3,45 0,56 13,83 0,59 1,94
Cancer sp. 5,17 6,90 1,84 48,38 2,07 9,53
Pleuroncodes monodon 1,72 3,45 0,50 7,68 0,33 0,87
Crustaceos indet. 5,17 13,79 1,18 87,67 3,75 6,12

Octopus sp 1,72 3,45 0,79 8,68 0,37 1,37
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Tabla 33 Indices numéricos de alimentacién para la especie Dipturus trachyderma.

item/presa %N %F %P IIR %IIR Q
Sebastes oculatus 12,5 15,8 19,3 502,10 17,92 241,25
Merluccius gayi 94 15,8 21,8 49195 17,56 204,20
Genypterus chilensis 3,1 5,3 0,8 20,45 0,73 2,37
Paralichthys sp 94 10,5 18,5 29296 10,45 173,02

Macruronus magellanicus 6,3 10,5 21,8 295,42 10,54 136,35
Hippoglossina macrops 3,1 5,3 2,8 31,15 1,11 8,73

Pez 6seo indet. 6,3 15,8 1,3 118,71 4,24 7,93
Heterocarpus reedi 18,8 15,8 3,8 356,37 12,72 71,63
Allopetrolisthes sp. 9,4 5,3 5,9 80,44 2,87 55,39
Crustaceo indet. 18,8 26,3 3,9 594,87 21,23 72,28
Loxechinus albus 3,1 5,3 0,2 17,72 0,63 0,76

En el caso de la raya espinosa (Tabla 33), se observo preferentemente a peces
0seos y crustaceos, de las cuales la presa con mayor preferencia fue el camarén nailon
Heterocarpus reedi, y en los peces fue Sebastes oculatus. Se identificaron 58 presas en
total, de las cuales el 70% de los individuos correspondieron a crustaceos, 25% a
peces 0seos y 1,8% a equinodermos. En relacidon al porcentaje de frecuencia, se
observd que también el camarén nailon tiene mayor ocurrencia. En el peso existié un
total de 1570,64 gr, del cual la merluza comin y de cola representaron la mayor
cantidad en peso con un 21,8 %.

El Indice de Importancia Relativa sefialé que la presa con mayor contribucién
fue el item de crusticeos indeterminados con un 21,23% IIR, seguido por Sebastes

oculatus con un 17,92% IIR y Merluccius gayi con un 17,56%, siendo estas 3 las mas
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importantes dentro de la dieta. El coeficiente de alimentacién (Q) indic6 que las
presas preferenciales en este caso son dos Sebastes oculatus y Merluccius gayi.

Luego al identificar cada item presa dentro de las 4 localidades se observaron
ciertas diferencias en el tipos de alimento, algunos especificos de un lugar y otros
repetitivos en las diferentes regiones, tanto para Zearaja chilensis y Dipturus

trachyderma.

San Antonio Zearaja chilensis

B H.macrops

B M.gayi

W pez oseo indet
m S.ocultus

u P. jugularis

m Genypterus sp
® H.reedi

W crustdceo indet.
= P. tuberculatus
m Allopetrolisthes sp.
= P monodon

= Cancer sp.

Figura 31 [tems presa de raya volantin Zearaja chilensis en San Antonio.

En San Antonio se analizaron 13 estomagos de raya volantin, uno sélo se
encontr6 vacié, en los demas el item presa con mayor porcentaje de importancia
relativa fue Heterocarpus reedi, seguido por el pez, Sebastes oculatus, y peces 6seos

indeterminados. En el coeficiente de alimentacion se observd el mismo patrén con
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estas mismas presas como preferentes, crustaceos en general como presas

secundarias, y el resto son presas raras.

Tabla 34 Indices numéricos de Z chilensis en la localidad de San Antonio.

item/presa %N %F %P IIR %IIR Q
Sebastes oculatus 17,2 23,08 17,01 790,40 19,2 293,3
Merluccius gayi 3,4 7,69 1,07 34,72 0,8 3,7
Genypterus sp 3,4 7,69 0,83 32,50 0,8 2,8
Hippoglossina macrops 6,9 15,38 3,86 165,50 4,0 26,6
Prolatilus jugularis 3,4 7,69 8,61 92,73 2,2 29,7
Pez 6seo indet 10,3 23,08 22,44 756,46 18,3 232,1
Heterocarpus reedi 24,1 38,46 13,93 1463,97 35,5 336,1
Allopetrolisthes sp. 10,3 15,38 18,21 438,55 10,6 187,5
Petrolisthes tuberculatus 6,9 7,69 2,07 69,00 1,7 14,3
Cancer sp. 3,4 7,69 5,92 71,72 1,7 20,1
Pleuroncodes monodon 3,4 7,69 1,86 40,44 1,0 6,3
Crustaceo indet. 6,9 15,38 4,22 171,01 4,1 29,1

Las hembras presentan 24 presas, se observd mayor importancia en la especie

de crustaceo Heterocarpus reedi, seguido por peces indeterminados y por otro género

de crustaceos, Allopetrolisthes sp.
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Tabla 35 indices numéricos de hembras de Z chilensis en la localidad de San Antonio.

item/presa %N  %F %G IIR %IIR Q
Merluccius gayi 4,2 10 1,36 55,2 1,1 5,7
Sebastes oculatus 12,5 20 14,97 549,5 10,8 187,2
Hippoglossina macrops 8,3 30 4,92 397,5 7,8 41,0
Genypterus sp 4,2 10 1,05 52,2 1,0 4,4
Pez 6seo indet 12,5 30 28,57 1232,0 24,3  357,1
Heterocarpus reedi 25,0 40 15,59 1623,4 32,0 389,7
Petrolisthes tuberculatus 8,3 10 2,64 109,7 2,2 22,0
Allopetrolisthes sp. 12,5 20 23,18 713,6 14,1 289,8
Pleuroncodes monodon 4,2 10 2,36 65,3 1,3 9,9
Crustaceo indet. 8,3 20 5,37 274,0 5,4 447

Los machos tenian 5 presas, donde los peces dseos presentaron mayor
porcentaje de importancia, en este caso Sebastes oculatus y Prolatilus jugularis,

seguido en menor proporcidn de crustaceos.

Tabla 36 indices numéricos de machos de Z chilensis en la localidad de San Antonio.

item/presa %N  %F %G IIR %IIR Q
Prolatilus jugularis 20 33,3 40,1 2003,1 30,0 801,9
Sebastes oculatus 40 33,3 24,5 2148,6 32,2 978,4
Heterocarpus reedi 20 33,3 7,8 928,3 13,9 157,0

Cancer sp. 20 33,3 27,6 1586,6 23,8 552,0
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San Antonio Dipturus trachyderma

B H.macrops

m M. gayi

m pez oseo indet

® M. magellanicus
® Paralichthys sp
u H. reedi

u Allopetrolisthes sp.

Figura 32 [tems presa de raya espinosa Dipturus trachyderma en San Antonio.

Tabla 37 Indices numéricos de D. trachyderma en la localidad de San Antonio.

item/presa %N  %F %P IIR %IIR Q
Merluccius gayi 6,7 14,3 13,6 289,70 6,78 90,75
Paralichthys sp 13,3 14,3 30,6 627,22 14,67 407,05
Macruronus magellanicus 6,7 14,3 23,7 433,38 10,14 157,80
Hippoglossina macrops 6,7 14,3 7,0 195,85 4,58 46,96
Pez 6seo indet 6,7 14,3 0,7 105,73 2,47 4,70
Heterocarpus reedi 40,0 42,9 9,6 2124,96 49,72 383,29
Allopetrolisthes sp. 20,0 14,3 14,8 497,42 11,64 296,38

En el caso de raya espinosa, se analizaron 7 estdmagos, de los cuales solo 5
presentan contenido, dentro de estos la raya present6 una preferencia en su dieta por

la especie Heterocarpus reedi. El coeficiente de alimentacién indicé a 3 especies como
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preferentes, Paralichthys sp; Heterocarpus reedi y Allopetrolisthes sp. El resto fueron
presas secundarias en la dieta.

Las hembras presentan 8 presas, de las cuales el item de mayor importancia
fue el género Paralichthys, seguido por el crustaceo de género Allopetrolisthes y en 3er

lugar Merluccius gayi, siendo estos 3 tipos de presa considerados de preferencia.

Tabla 38 Indices numéricos de hembras de D. trachyderma en San Antonio.

item/presa %N %F %G IIR %IIR Q
Merluccius gayi 12,5 33,3 22,38 1162,7 17,4 279,8
Paralichthys sp 25 33,3 50,32 2510,6 37,7 1257,9
Pez 6seo indet 12,5 33,3 1,15 4546 6,8 14,4
Heterocarpus reedi 12,5 33,3 1,79 475,7 7,1 22,3

Allopetrolisthes sp 37,5 33,3 24,36 2060,1 30,9 913,7

En el caso de los machos se encontraron 7 presas, de estas el mayor porcentaje

de importancia es con H. reedi, seguido por dos especies de peces (Tabla 38).

Tabla 39 Indices numéricos de machos de D. trachyderma en la localidad de San

Antonio.

item/presa %N %F %G IIR %IIR Q
Hippoglossina macrops 14,3 50 17,9 82,2 20,5 255,6
Macruronus magellanicus 14,3 50 60,4 124,7 31,2 863,1
Heterocarpus reedi 71,4 100 21,7 193,1 48,3 1549,1
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Valdivia Zearaja chilensis

m Petrolisthes sp
m E. [atreillei

m T. dentatus

m H. reedi

® Euphausia sp

m crustdceo indet.

m Octopus sp

Figura 33 [tems presa de raya volantin Zearaja chilensis en Valdivia.

En el caso de Valdivia, se analizaron 5 estdmagos todos con contenido, en
donde como {tem presa sélo se encontré individuos del grupo de los crustaceos y el
item con mayor importancia es Eurypodius latreillei con el 40% seguido por
Petrolisthes sp y Heterocarpus reedi. El coeficiente indic6 a estas 3 especies como
preferentes también, presas secundarias del género Euphausia y Taliepus. Hembras y
machos presentan preferencia sélo por crustaceos, por lo que se observa diferencia

s6lo a nivel de especies.
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Tabla 40 indices numéricos de Z chilensis en la localidad de Valdivia.

item/presa %N  %F %P IIR  %IIR Q
Petrolisthes sp 952 40 22,74 1290,50 20,77 216,56
Heterocarpus reedi 28,57 20 31,72 1205,87 19,41 906,35
Eurypodius latreillei 38,10 40 25,34 2537,48 40,85 965,40

Taliepus dentatus 4,76 20 8,66 268,42 4,32 41,23
Euphausia sp 9,52 40 5,39 596,39 9,60 51,30
Crustaceo indet. 4,76 20 0,28 100,90 1,62 1,35
Octopus sp 4,76 20 587 212,63 3,42 27,95

Valdivia Dipturus trachyderma

m S, oculatus
= M.gayi
B G. chilensis

B crustaceosindet

Figura 34 Items presa de raya espinosa Dipturus trachyderma en Valdivia.

Para Valdivia se analizaron 5 estdmagos de la raya espinosa, donde 4 de ellos
presentaron contenido, se observo que el pez Sebastes oculatus fue la especie mas
importante, seguida por Merluccius gayi. Lo mismo indicé el coeficiente de

alimentacién. Tanto hembras como machos tienen preferencia por peces dseos,
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incluso se destaco a Sebastes oculatus como preferencial, seguido por Merluccius gayi

en ambos grupos.

Tabla 41 Indices numéricos de Dipturus trachyderma en la localidad de Valdivia.

item/presa %N %F %P IIR %IIR Q
Sebastes oculatus 42,9 40 51,8 3784,49 51,35 2218,01
Merluccius gayi 28,6 40 45,3 2956,32 40,11 1295,30
Genypterus chilensis 14,3 20 2,1 327,71 4,45 30,07
Crustaceos indet. 14,3 20 0,8 301,48 4,09 11,34

Puerto Montt Zearaja chilensis

® Macruronus magellanicus

W pez oseo indet

Figura 35 [tems presa de raya volantin Zearaja chilensis en Puerto Montt.
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Tabla 42 indices numéricos de Z chilensis en la localidad de Puerto Montt.

item/presa %N  %F %P IIR %IIR Q
Macruronus magellanicus 25 33,33 95,30 4010,1411 75,118728 2382,6058
pez dseo indet 50 16,67 3,88 898,00118 16,821529 194,00353
Crustaceo indet. 25 16,67 0,82 430,26161 8,0597426 20,392416

Los estémagos analizados en Puerto Montt fueron 6, de los cuales solo 4 con
contenido, donde se reconoci6 como item presa de mayor importancia al pez
Macruronus magellanicus. El coeficiente también indicé la preferencia por esta
especie, dejando como item secundario a peces indeterminados y como raro al grupo
de crustaceos.

En hembras se encontr6 la especie Macruronus magellanicus como item
principal. En el caso de machos sélo un estomago es muestreado encontrandose en el

s6lo restos de crustaceos por lo ocuparia el 100% de la dieta.

Puerto Montt Dipturus trachyderma

H pez oseo indet

W Paralichthys sp

m M. magellanicus
® Loxechinus albus

B crustdceo indet.

Figura 36 [tems presa de raya espinosa Dipturus trachyderma en Puerto Montt.
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Tabla 43 Indices numéricos de Dipturus trachyderma en la localidad de Puerto Montt.

item/presa %N  %F %P IIR %IIR Q
Paralichthys sp 14,3 25 31,1 1134,95 19,45 444,37
Macruronus magellanicus 14,3 25 61,6 1896,67 32,50 879,46
Pez 6seo indet 28,6 50 4,9 1674,46 28,69 140,54
Crustaceos indet. 28,6 25 1,2 743,55 12,74 33,48
Loxechinus albus 14,3 25 1,2 387,09 6,63 17,19

En Puerto Montt se analizaron 4 estdmagos de raya espinosa, los cuales

tuvieron como item presas mas importante a la especies Macruronus magellanicus,

seguido por peces indeterminados y por el género Paralichthys sp. El coeficiente

identifico a ambas especies como preferentes, y a peces indeterminados con

crustaceos como item secundario. En hembras solo se analizé un individuo y una

presa, que es un pez 6seo. Los machos presentaron como item de mayor importancia a

M. magellanicus, seguido por el género Paralichthys. Los peces 6seos marcaron la dieta

entre grupos.



Punta Arenas Zearaja chilensis

Figura 37 [tems presa de raya volantin Zearaja chilensis en Punta Arenas.

Tabla 44 indices numéricos de Z chilensis en la localidad de Punta Arenas.

m Cancer sp.

® Euphausia sp

u S. oculatus

® H.macrops
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item/presa %N  %F %P IIR %IIR Q
Sebastes oculatus 20 20 73,26 1865,13 46,63 1465,13
Hippoglossina macrops 20 20 2596 919,27 22,98 519,27
Euphausia sp 20 20 0,36 407,12 10,18 7,12
Cancer sp. 40 20 0,42 808,48 20,21 16,96

Para Punta Arenas se analizaron 5 estémagos, de los cuales sélo 2 presentaron

contenido estomacal, en este caso el item mas importante fue Sebastes oculatus,

seguido por Hippoglossina macrops. El resto de presas del grupo de crustaceos

quedaron catalogadas como raras en esta dieta. S6lo un estémago fue analizado de

hembras con contenido, donde las 2 presas encontradas pertenecen a peces 6seos. En

el caso de los machos también fue muestreado 1 ejemplar, encontrandose 3 presas,

estas del grupo de crustaceos, haciendo la diferencia con las hembras en el tipo de

alimento
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Punta Arenas Dipturus trachyderma

m Sebastes oculatus

B crustdceo indet

Figura 38 [tems presa de raya espinosa en Punta Arenas.

Tabla 45 Indices numéricos de Dipturus trachyderma en la localidad de Punta Arenas.

item/presa %N  %F %P IIR %IIR Q
Sebastes oculatus 25 33,3 15,8 1361,20 7,88 395,90
Crustaceos indet. 75 100 84,2 15916,40 92,12 6312,30

Finalmente en Punta Arenas se observaron so6lo 3 estémagos, donde el item
presa mas importante fueron los crustaceos. En el caso del coeficiente, indicé a ambos
como presas preferentes debido a la poca diversidad de especies encontradas en los
estdmagos. Solo hay machos en las muestras de Punta Arenas.

En general, para raya volantin, se encontraron diferencias en las regiones del
norte con las mas australes, las presas mas importantes son los crustaceos tanto en
san Antonio como en Valdivia, en cambio en Puerto Montt como en punta arenas son
los peces 6seos. Para raya espinosa los peces fueron mas importantes, siendo en

Valdivia y Puerto Montt casi su totalidad de presas de este grupo. En San Antonio
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Heterocarpus reedi fue el principal pero aun asi la diferencia con las especies de peces
no es tanta. En punta arenas se observéd una diferencia ya que a pesar de la poca

cantidad de individuos se representa mejor su dieta con el grupo de los crustaceos.

Identificacion por rango de tamanos

En relacion al tamano de los individuos se realiz6 una comparacién entre
especies, en este caso no por localidad por la poca cantidad de individuos para poder
comparar. Para la raya volantin, los individuos obtenidos por la pesca, presentaron
rangos de talla entre 79 y 183 cm LT. Tomando en cuenta el criterio de pesca, que
deja fuera individuos de menor tamafo por ser inmaduros y no utiles para ser
vendidos, obtenemos casi la totalidad de individuos maduros, en el caso de los machos
maduros completamente a los 90-95 cm aproximadamente, y en el caso de las
hembras , individuos maduros sobre los 100-105 cm aproximadamente, por lo que se
dividié el rango de talla en individuos con tamafio menor a 100 cm LT y otro rango
con individuos mayores a 100 cm LT, aproximando asi una diferencia entre

individuos juveniles y maduros.
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Tabla 46 indices numéricos de Z chilensis con tallas menores a 100 cm LT.

item/presa %N %F %P IIR %IIR Q
Sebastes oculatus 12,8 14,3 19,0 4549 13,4 2439
Merluccius gayi 2,6 7,1 1,2 26,8 0,8 3,1
Genypterus sp 2,6 7,1 0,9 24,9 0,7 2,4
Prolatilus jugularis 2,6 7,1 9,6 87,1 2,6 24,7
Hippoglossina macrops 51 14,3 4,3 1349 4.0 22,1
pez 6seo indet 51 14,3 11,5 238,3 7,0 59,2
Heterocarpus reedi 17,9 35,7 15,6 1197,2 35,2 279,5
Allopetrolisthes sp. 2,6 7,1 3,0 40,0 1,2 7,8
Petrolisthes tuberculatus 51 7,1 2,3 53,2 1,6 11,9
Eurypodius latrellei 20,5 143 141 4946 145 289,44
Cancer sp. 7,7 14,3 8,0 223,6 6,6 61,3
Euphausia sp. 51 14,3 3,4 122,3 3,6 17,6
Pleuroncodes monodon 2,6 7,1 2,1 33,1 1,0 5,3
Crustaceo indet. 7,7 21,4 49 269,2 7,9 37,5

Son 14 los individuos analizados con este rango de talla (79-100 cm), donde se
pudieron encontrar 39 presas, de las cuales la especie de mayor importancia fue H.
reedi, seguido por Sebastes oculatus y E. latrellei. E1 70% de los individuos de la dieta
esta compuesto por crustaceos. Quedando como especies de preferencia en la dieta las

3 nombradas anteriormente.
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Tabla 47 Indices numéricos de Z. chilensis con tallas mayores a 100 cm LT.

item/presa %N %F %P IIR  %IIR Q
Sebastes oculatus 56 12,5 53,31 73584 23,80 296,18
Macruronus magellanicus 11,1 25 534 411,18 13,30 59,29
Hippoglossina macrops 56 12,5 18,89 30563 9,89 104,97
pez 6seo indet 11,1 25 456 391,87 12,68 50,71
Petrolisthes sp 11,1 25 4,06 379,40 12,27 45,16
Heterocarpus reedi 33,3 12,5 567 487,55 15,77 189,03
Taliepus dentatus 56 12,5 1,55 88,79 2,87 8,60
Allopetrolisthes sp. 11,1 12,5 556 208,40 6,74 61,79
Octopus sp 56 12,5 1,05 82,56 2,67 5,83

En este caso solo son hembras las analizadas, 8 en total, en las cuales habian 18
presas, donde la de mayor importancia en este caso fue Sebastes oculatus seguido por
H. reedi y M. magellanicus. Y segun el coeficiente de alimentacion solo S. oculatus se
presenté como una especie preferencial, dejando al resto como secundarias o raras en
su dieta. El porcentaje de individuos en crustaceos alcanzé el 66% de la totalidad, pero
las presas de peces son de mayor tamafio por lo que aumenta su importancia como
presa. Por ende en rayas de menor tamafio las presas pequefias como los crustaceos
fueron mas preferidas que en el caso de individuos mas grandes.

En la raya espinosa Dipturus trachyderma, a diferencia de la raya volantin,
presenté rangos de tallas mucho mayores, en este caso las capturas son entre 110 a
220 cm LT. Todas las rayas son inmaduras ya que esta especie alcanza la madurez
sexual con tallas mayores a 200 cm por lo que en este caso, todas las rayas obtenidas
por la pesca son individuos no desarrollados, y los ya maduros no los capturan por ser

muy grandes y complicada su extraccidon. Todas las hembras eran inmaduras dentro
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de los analizados, y en los machos sobre los 150 o 160 cm LT aproximadamente.
Estarian entrando en fase 2 o juveniles, por lo que la comparacion intenté reflejar

diferencias entre inmaduros y juveniles.

Tabla 48 Indices numéricos de D. trachyderma con tallas menores a 160 cm LT.

item/presa %N %F %P IIR %IIR Q
Sebastes oculatus 28,6 37,5 32,2 2277,6 41,2 919,0
Merluccius gayi 14,3 25,0 44,1 1460,8 26,4 630,7
Genypterus chilensis 7,1 125 2,5 120,3 2,2 17,7
Paralichthys sp 7,1 12,5 16,6 296,8 54 118,6
Pez 6seo indet. 14,3 25,0 2,6 422,7 76 375
Loxechinus albus 7,1 125 0,6 97,3 1,8 4,6
Crustaceo indet. 21,4 37,5 1,3 853,9 15,4 28,8

Se analizaron 8 individuos, con 14 presas de las cuales la que presenta mayor
importancia en su dieta fue S. oculatus, seguido por M. gayi y -crustaceos

indeterminados. Ambas especies fueron reconocidas como preferenciales en la dieta.



Tabla 49 Indices numéricos de D. trachyderma con tallas mayores a 160 cm LT.

item/presa %N %F %P IIR %IIR Q
Merluccius gayi 56 12,5 9,8 191,8 4,4 54,4
Hippoglossina macrops 56 12,5 5,0 132,5 3,0 28,0
Macruronus magellanicus 11,1 25,0 394 1261,9 29,0 4374
Paralichthys sp 11,1 12,5 22,0 4141 9,5 244,6
Pez 6seo indet. 56 12,5 0,5 75,7 1,7 2,8
Heterocarpus reedi 33,3 37,5 6,9 1508,5 34,7 229,8
Allopetrolisthes sp. 16,7 12,5 10,7 341,6 79 1777
Crustaceo indet. 11,1 25,0 5,7 421,0 9,7 63,6
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Como individuos mayores a 160 cm LT, se identificaron a 8 rayas con 18 presas

dentro de su contenido estomacal, de las cuales la de mayor importancia relativa fue

H. reedi, seguida por M. magellanicus. En el caso del coeficiente de alimentacion se

observé como presa preferencial a M. magellanicus, seguida por el género Paralichthys

y posteriormente H. reedi. Esto se puede deber, al igual que con la raya volantin, al

tamafo de presas comparado con cantidad. En el caso de raya espinosa, en ambos

rangos de tamafo se observo una mayor preferencia por individuos del grupo de

peces 0seos.

Indices ecoldgicos

Para el general de individuos de la raya volantin presentd una variedad de

presas semi diversas segun el indice de Shannon, hubo una diferencia con los machos

e individuos adultos que presentaron en este caso menor diversidad de presas
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capturadas. El indice de Levin nos mostré valores menores a 0,6, lo que indicé poca

cantidad de presas por lo tanto se trata de un depredador especialista.

Tabla 50 Diversidad y amplitud de nicho, en general, por sexos y estados de

desarrollo de la raya Zearaja chilensis.

Raya Volantin | Shannon- Wiener (H') Indice de Levin (Bi)
General 3,65 0,51
Hembras 3,32 0,49
machos 2,38 0,55
<100 cm LT 3,42 0,50
>100 cm LT 2,86 0,44

Tabla 51 Diversidad y amplitud de nicho, en general, por sexos y estados de

desarrollo de la raya Dipturus trachyderma.

Raya Espinosa | Shannon- Wiener (H) Indice de Levin (Bi)
General 3,23 0,61
Hembras 2,90 0,48
machos 2,86 0,41
<100 cm LT 2,61 0,51
>100 cm LT 2,71 0,52

Individuos de la raya espinosa presentaron una variedad de presas no tan
diversas segun el indice de Shannon ya que los valores son menores a los
intermedios. El indice de Levin indicé valores entre 0,6 y menores, lo que indica poca

cantidad de presas por lo tanto se traté de un depredador especialista.
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Tabla 52 Diversidad y amplitud de nicho, en general, por sexos y estados de

desarrollo de la raya Zearaja chilensis para cada localidad muestreada.

Raya Volantin Shannon- Wiener (H') indice de Levin (Bi)
General 3,65 0,51
San Antonio 3,25 0,47
Valdivia 2,32 0,53
Puerto Montt 1,50 0,67
Punta Arenas 1,92 0,46

Al observar la raya volantin segun la localidad de procedencia, se presenté una
variedad de presas segun el indice de Shannon mas diversas en la localidad de San
Antonio, y a medida que se va avanzando en latitud, va disminuyendo la diversidad de
presas. Lo mismo ocurri6 con la amplitud del nicho tréfico mostrando valores iguales
o menores a 0,6, lo que indic6 poca cantidad de presas por lo tanto se trata de un

depredador especialista.

Tabla 53 Diversidad y amplitud de nicho, en general, por sexos y estados de

desarrollo de la raya Dipturus trachyderma para cada localidad muestreada.

Raya Espinosa Shannon- Wiener (H') indice de Levin (Bi)

General 3,23 0,61
San Antonio 2,42 0,45
Valdivia 1,84 0,63
Puerto Montt 2,58 0,45

Punta Arenas 0,81 1,33
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En el caso de la raya espinosa segun la localidad de procedencia, se presentd
una variedad de presas segun el indice de Shannon mas diversas en la localidad de San
Antonio y Puerto Montt, y mas disminuida en Valdivia y Punta Arenas. La amplitud del
nicho tréfico (Indice de Levin) nos mostré valores iguales o menores a 0,6, lo que

indica poca cantidad de presas por lo tanto se traté de un depredador especialista

Indice de sobre posicién dietaria

El indice de sobre posicion de la dieta en el caso de ambas especies con un
valor mayor a 0,66 indic6 que hay una sobre posicion alta entre ellas. Para el total de
hembras v/s machos se observo un valor entre 0,3 y 0,65 indicando una sobre
posicion media. Para el caso de hembras y machos de raya volantin el valor fue menor
a 0,29 por lo tanto la sobre posicién en este caso es minima. En machos y hembras de
raya espinosa el valor es alto indicando sobre posicidn alta.

En relacion a los tamafios para raya volantin, la sobre posicién fue media entre
individuos juveniles y maduros, y en el caso de raya espinosa fue minima la sobre

posicion entre individuos inmaduros y juveniles.



-275-

Tabla 54 Indice de sobre posicién de la dieta, entre especies, hembras- machos y

tamanos por especie.

Relaciones indice de Morisita- Horm
Total Z. chilensis v/s D. trachyderma 0,70
hembras - macho total 0,56
Hembras- machos Volantin 0,12
Hembras- macho Espinosa 0,81
<100 CM LT ->100 CM LT Volantin 0,54
<150 CM LT - >150 CM LT Espinosa 0,26

5.4.3. Caracterizacion y variacion de la carga parasitaria de Zearaja chilensis 'y

Dipturus trachyderma en aguas chilenas

De la fauna parasitaria de las rayas volantin y espinosa, en las localidades
estudiadas (San Antonio, Valdivia, Puerto Montt y Punta Arenas). Se obtuvieron como
resultados un total de 9 individuos con presencia de parasitos de un total de 48
revisados, donde se encontro un total de 73 de ellos. De las 9 rayas con parasitos, solo
2 son raya volantin, con presencia de parasitos soélo en el estdmago, y un total de 6 de
estos. El resto se encontraron en estomagos o valvulas espirales de raya espinosa.

Se encontraron un total de 25 parasitos en el estdbmago de 5 rayas, y 48
parasitos en valvula espiral de 4 rayas. La totalidad de los parasitos fueron
pertenecientes a la clase Nematoda, reconocibles por ser organismos vermiformes, su
morfologia generalmente es cilindrica, alargada y con simetria bilateral. Tienen un

sistema digestivo completo, con la boca en el extremo anterior y el ano cerca del
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extremo posterior (Cruz-Reyes & Camargo, 2001). De los 25 parasitos encontrados en

el estdbmago todos estaban en fase larval L3 o adultos.

Tabla 55 Cantidad de Parasitos por localidad, especie y sitio de ubicacion.

Localidad Especie Estomago Valvula espiral
Valdivia D. trachyderma 0 1
Puerto Montt D. trachyderma 0 1
Puerto Montt D. trachyderma 2 0
San Antonio Z. chilensis 5 0
San Antonio Z. chilensis 1 0
San Antonio D. trachyderma 0 45
San Antonio D. trachyderma 15 0
San Antonio D. trachyderma 0 1
Punta Arenas D. trachyderma 2 0

De la totalidad de nematodos encontrados, 6 de ellos fueron reconocidos como
parte del género Pseudoterranova midiendo aproximadamente entre 65 a 80 mm de
longitud, siendo estos por su tamafio hembras de esta especie. Dentro de la raya Z
chilensis s6lo se encontr6 este tipo de parasito, dentro de 2 hembras maduras,
ubicandose en el estdbmago de manera libre, no adherido a las paredes. Todos estos
provenientes de la localidad de San Antonio.

El resto de parasitos en el estbmago o en la valvula espiral, fueron
representantes del tipo anisakis sp. midiendo aproximadamente entre 25y 30 mm de
longitud, un total de 19 de ellos, 16 en San Antonio (2 hembras de raya espinosa); 2 en

Punta arenas (1 macho de raya espinosa) y 1 en Puerto Montt (1 hembra raya
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espinosa). Y Raphidascaris sp. con individuos encontrados entre 10 y 17 mm. 45 de
ellos en San Antonio (1 hembra raya espinosa); 2 en Puerto Montt (1 macho raya
espinosa) y 1 en Valdivia (1 macho raya espinosa). Todos encontrados en individuos

inmaduros de raya espinosa como hospedadores.

Registro taxonémico de parasitos

NEMATODOS (Clase Secernentea)

Orden Ascaridida (Familia Anisakidae) Pseudoterranova sp
Anisakis sp

Raphidascaris sp

Los anisakidos son parasitos dependientes del medio ambiente acuatico para
su desarrollo y sus ciclos bioldgicos estan ligados a la transmisién de estas especies
en otras que funcionan como hospedadores. El ciclo de vida de esta familia por lo
general implica a invertebrados y peces como anfitriones intermedios (Anderson,
2000).

Raphidascaris sp: Nematodos de pequeiio tamafio con la cuticula lisa; cuerpo
de color blanquecino; labios bien desarrollado; boca abertura triangular; elevacion
cuticular pequena en la base de los labios presentes; es6fago ampliado en su mitad
posterior; cola de ambos sexos conica (Carvalho de Melo et al. 2011)

Los nematodos del género Anisakis sp son parasitos el tracto digestivo de su
hospedador definitivo, mamiferos marinos, utilizando como hospedadores

intermediarios o paraténico invertebrados marinos y peces teledsteos (Davey, 1971;
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Wootten & Smith, 1978; Anderson, 2000). En general los individuos de Anisakis sp
estaban rodeados por una capa translicida con tonalidad café, la cual esta formada de
tejido conjuntivo sobre la serosa de diversos érganos. Por la presencia del diente y de
los tres labios en el extremo anterior, se les identific6 como larvas L3 pertenecientes
al género Anisakis (Saad et al., 2012)

Pseudoterranova sp: es un Anisakido con gran cuerpo alargado, crestas
cuticulares desde el cuello hasta la cola, tres labios prominentes bilobulados, uno
dorsal, con una base mas ancha que los dos labios subventrales, y con la presencia de
dos papilas en forma de huevo. Presencia de dimorfismo sexual, las hembras son de

mayor tamano corporal que los machos (George-Nascimento & Urrutia, 2000).

Pardmetros ecoldgicos en pardsitos

De las 48 rayas revisadas en este estudio, se obtuvo una prevalencia de
parasitacion de un 18,8%, una intensidad promedio de infeccion de 8,1 parasitos por
anfitrién y una abundancia de 1,5 parasitos. También se calculan por género de
parasitos, donde Pseudoterranova sp, presentd una prevalencia de un 4,2 %, una
intensidad promedio de infeccion de 3 parasitos por anfitrién y una abundancia de 0,1
parasitos; en el caso de Anisakis sp tuvo una prevalencia de un 8,3 %, una intensidad
promedio de infeccién de 4,8 pardasitos por anfitriéon y una abundancia de 0,4
parasitos. Por ultimo con el género Raphidascaris sp presentd una prevalencia de un
8,3 %, una intensidad promedio de infeccion de 12 parasitos por anfitrién y una

abundancia de 1 parasito.
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Tabla 56 Parametros ecoldgicos en parasitologia total y por especie de parasito.

Parasitos Prevalencia Intensidad Abundancia
Pseudoterranova sp. 4.2 3 0,1
Anisakis sp. 8,3 4,8 0,4
Raphidascaris sp. 8,3 12 1
Total 18,8 8,1 1,5

5.4.4. Caracterizacion y variacion de la historia de vida de Zearaja chilensis y

Dipturus trachyderma en aguas chilenas

Para la localidad de San Antonio, en Zearaja chilensis la estructura de tallas
capturadas se ajusta a una distribucién normal (D = 0,0751; P > 0,05) cuya clase
modal se encuentra entre 92 y 95 cm Lr. (Fig. 39). El rango de tallas vari6 entre 76,4 y
113,4 cm Lt (promedio * d.s.; 92,50 + 8,11 cm). La proporcién de sexo en la captura
fue 1:0.7 (machos:hembras), sin observarse diferencias significativas (x? =2.84, d.f. =
1, P<0.05).

Para Dipturus trachyderma, la estructura de tallas capturadas se ajusta a una
distribucién normal (D = 0,0656; P > 0,05) ; se observa que presenta tres grupos
modales, uno entre 103y 111 cm L7; otro entre 132 y 140 cm L7 y un tercero entre
169 y 176 cm Lt (Fig. 40). El rango de tallas varié entre 97,6 y 220,0 cm Lt (promedio
* d.s.; 147,78 + 27,79 cm). La proporcion sexual en la captura fue 1:2, con un sesgo

significativo hacia las hembras (x2=11.32,d.f. =1, P> 0.01).
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Para el caso de Valdivia, las tallas de las capturas de Zearaja chilensis se
ajustaron a una distribucién normal (D = 0,0853; P > 0,05), presentando dos clases
modales una entre 80 y 86 cm Lt y otra entre 92 y 97 cm Lt (Fig. 41). El rango de tallas
vario entre 25,0 y 114,1 cm Lt (promedio * d.s.; 88,98 + 5,32 cm). La proporcién de
sexo fue 1:1.7 con un sesgo significativo hacia las hembras (x? =8.214, df. =1, P >
0.05).

De igual forma, las tallas de las capturas de Dipturus trachyderma se ajustaron
a una distribucién normal (D = 0,1372; P > 0,05),presentando cuatro clases modales
una entre 115y 123 cm Lr, otra entre 132 y 141 cm Lz, una tercera entre 151 y 159
cm Lty la cuarta entre 169y 178 cm Lt (Fig. 42). El rango de tallas vari6 entre 89,0 y
214,13 cm Lt (promedio * d.s.; 139,35 + 29,26 cm). La proporcion de sexos fue 1:0.8,

sin observarse diferencias significativas (x? =0.78, d.f. = 1, P > 0.05).

Frecuencias
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Figura 41 Fecuencia de Tallas de Zearaja chilensis para la localidad de Valdivia
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Figura 42 Frecuencia de tallas de Dipturus trachyderma para la localidad de Valdivia

Para el caso de Puerto Montt, las tallas de las capturas de Zearaja chilensis se
ajustaron a una distribuciéon normal (D = 0,0663; P > 0,05) presentando tres clases
modales una entre 95 y 97 cm Lr. una segunda entre 105 y 107,5 cm L7y una tercera
entre 112,2 y 104,5 cm Lt (Fig. 43). El rango de tallas varié entre 82,1 y 119,8 cm Lr
(promedio * d.s.; 100,44 + 9,69 cm). La proporcién de sexo fue 1:2.4 con un sesgo
significativo hacia las hembras (x2=16.98,d.f. =1, P> 0.01).

En el caso de Dipturus trachyderma la estructura de tallas se ajusta a una
distribucién normal (D = 0,2451; P > 0,05) presentando tres clases modales, una entre
111y 117 cm Ly otra entre 134y 140 cm L7 y una tercera entre 163 y 169 cm L (Fig.
44). El rango de tallas varié entre 108,6 y 167,8 cm Lt (promedio * d.s.; 128,82 *
18,39 cm). La composicion de sexos fue 1:1.33, sin observarse diferencias

significativas (x2 =0.18,d.f. =1, P> 0.05).
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Figura 43 Frecuencia de tallas de Zearaja chilensis para la localidad de Puerto Montt
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Figura. 44 Frecuencia de tallas de Dipturus trachyderma para la localidad de Puerto

Montt

En el caso de Punta Arenas, las tallas de las capturas de Zearaja chilensis se
ajustaron a una distribucién normal (D = 0,0842; P > 0,05) presentando una clase

modal que se encuentra entre 108 y 114 cm Lr. (Fig. 45). El rango de tallas vario entre
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87,2y 183,0 cm Lt (promedio * d.s.; 112,46 = 15,01 cm). La proporcion de sexo fue
1:1.6 con un sesgo significativo hacia las hembras (x? =6.56, d.f. =1, P > 0.05).
Finalmente, las tallas de las capturas de Dipturus trachyderma se ajustaron a
una distribuciéon normal (W = 0,9876; P > 0,05) cuya clase modal se encuentra entre
178 y 192 cm Lr. (Fig. 46). El rango de tallas vari6 entre 120,3 y 242,5 cm Lt
(promedio * d.s.; 179,71 + 38,00 cm). La proporcion de sexos en la raya espinosa fue

1:0.75, sin observarse diferencias significativas (x2 =0.14, d.f. = 1, P > 0.05).

20
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Figura 45 Frecuencia de tallas de Zearaja chilensis para la localidad de Punta Arenas
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Figura 46 Frecuencia de tallas de Dipturus trachyderma para la localidad de Punta

Arenas

En lo que respecta al tamafio de madurez (Lso), s6lo se pudo determinar en
machos, ya que en las hembras no se realiz6 diseccion. En Dipturus Trachyderma no
fue posible realizar este andlisis porque el 100% de los individuos machos se

encontraban inmaduros en todas las localidades en estudio.

De los machos de Zeraraja chilensis capturados en San Antonio, el 6,38% de individuos
fueron clasificados como juveniles, 10,64% como adolescentes, 21,28% como adultos
y el 61,7% como activos. El individuo maduro méas pequefio midié 82,5 cm Lt mientras
que el individuo inmaduro mas grande midi6 98,3 cm Lr. Segin el modelo logistico
para obtener la curva de madurez, el tamafio donde el 50% de la poblacion se

encuentra madura (Lso) se alcanza en los 84,9 cm Lt (Fig. 47)
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Figura 47 Proporcion de machos maduros de Zearaja chilensis con respecto a la
longitud total correspondientes a San Antonio. Se indica la talla media de madurez

para el 50% de los individuos.

En Valdivia, el 2,33% de individuos machos de Zeraraja chilensis fueron clasificados
como juveniles, 44,19% como adolescentes, 34,88% como adultos y el 18,6% como
activos. El individuo maduro mas pequefio midié 78,5 cm L7 mientras que el individuo
inmaduro mas grande midié 85,7 cm L7. Segun el modelo logistico para obtener la
curva de madurez, el tamafio donde el 50% de la poblacién se encuentra madura (Lso)

se alcanza en los 86,44 cm Lt (Fig. 48)
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Figura 48. Proporcion de machos maduros de Zearaja chilensis con respecto a la
longitud total correspondientes a Valdivia. Se indica la talla media de madurez para

el 50% de los individuos.

En Puerto Montt, no se encontraron individuos machos de Zeraraja chilensis
clasificados como juveniles. Sin embargo fueron clasificados el 55,17% como
adolescentes, 24,14% como adultos y el 20,69% como activos. El individuo maduro
mas pequefio midi6 84 cm Ly mientras que el individuo inmaduro mas grande midio
95,5 cm Lr. Segun el modelo logistico para obtener la curva de madurez, el tamafio
donde el 50% de la poblacién se encuentra madura (Lso) se alcanza en los 94,61 cm Lt

(Fig. 49)
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Figura 49. Proporcion de machos maduros de Zearaja chilensis con respecto a la
longitud total correspondientes a Puerto Montt. Se indica la talla media de madurez

para el 50% de los individuos.

Por ultimo, en Punta Arenas, el 4,76% de individuos machos de Zeraraja chilensis
fueron clasificados como juveniles, 40,48% como adolescentes, 19,05% como adultos
y el 35,71% como activos. El individuo maduro mas pequefio midié 97,7 cm Lt
mientras que el individuo inmaduro méas grande midié 114,3 cm Lr. Segin el modelo
logistico para obtener la curva de madurez, el tamafio donde el 50% de la poblacién

se encuentra madura (Lso) se alcanza en los 104,9 cm L (Fig. 50)
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Figura 50. Proporcion de machos maduros de Zearaja chilensis con respecto a la
longitud total correspondientes a Punta Arenas. Se indica la talla media de madurez

para el 50% de los individuos.
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5.5. Estimar el nimero de origenes (zonas de desove y/o crianza) y su
contribucion relativa a cada unidad demografica identificada y zona

principal de captura

Identificacion de poblaciones natales

Los resultados del andlisis AK y L'(K) provenientes de STRUCTURE
HARVESTER, basados en el analisis de estructura poblacional propuesta, indica una
mayor probabilidad cuando K = 5 en todas las localidades para Z. chilensis (Figura 51).
La probabilidad de que un individuos de Z. chilensis pertenezca a cualquiera de las
cinco localidades es idéntica en todos los casos (20%), lo que soporta la ausencia de
estructura poblacional inferida desde los loci de microsatélites (Figura 52).

El andlisis de DAPC, considerando los nueve microsatélites, agrupa las
localidades bajo un solo cluster (Figura 53). A pesar de esto, se puede observar una
ligera separacion entre Aisén y Puerto Montt, y las restantes ubicaciones, las que se

observan sobrepuestas y sin limites discretos.
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Deltak = mean(|L"(K}|) / sd(L(K)) Absolute value of the 2nd order rate of change of the likelihood distribution (mean)
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Figura 51 Representacion grafica de la variacién de la variacion de AK y L'(K) en

Zearaja chilensis para valores entre 2y 10.

San Antonio Valdivia Puerto Montt Aisén Punta Arenas

Figura 52 Grafico de barras en lineas individuales desde STRUCTURE para un ensayo
(aleatorio entre 20 réplicas) de hasta cinco grupos arbitrarios (K = 5) para Zearaja
chilensis. Cada individuo se representa por un histograma dnico con valores de linaje

en el eje vertical, y las poblaciones en el eje horizontal.
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DA eigenvalues PCA eigenvalues
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Figura 53 Grafico de DAPC a partir de nueve genotipos de microsatélites para Zearaja
chilensis. Se indican las muestras agrupadas por localidad en colores: SAN: San
Antonio (azul), VLD: Valdivia (lila), PTM: Puerto Montt (amarillo); AIS: Aisén

(naranja), y PTA: Punta Arenas (rojo).

En el caso de D. trachyderma, los resultados de los analisis AK and L'(K),
indican que la mayor probabilidad de valores cuando K = 3 para todas las localidades
(Figura 54). Para esta especie, la probabilidad de que los individuos pertenezcan a
cualquiera de los cinco grupos es idéntico en todos los casos (valores cercanos al
20%) lo que apoya la informacién sugerida por los loci de microsatélites (Figura 55).

El andlisis DAPC, basado en los siete loci de microsatélites, agrupa las muestras
provenientes de las cinco localidades bajo un solo cluster sin diferenciacion o limites

notorios (Figura 56).
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Figura 54 Representacion grafica de la variacién de la variacion de AK y L'(K) en

Dipturus trachyderma, para valores entre 2y 10.

SAN VLD PTM AIS PTA

Figura 55 Grafico de barras en lineas individuales desde STRUCTURE para un ensayo
(aleatorio entre 20 réplicas) de hasta tres grupos arbitrarios (K = 3) para Dipturus
trachyderma. Cada individuo se representa por un histograma unico con valores de

linaje en el eje vertical, y las poblaciones en el eje horizontal.
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Figura 56 Grafico de DAPC a partir de siete genotipos de microsatélites para Dipturus
trachyderma. Se indican las muestras agrupadas por localidad en colores: SAN: San
Antonio (azul), VLD: Valdivia (lila), PTM: Puerto Montt (amarillo); AIS: Aisén

(naranja), y PTA: Punta Arenas (rojo).

Contribucién relativa a la pesqueria

La informaciéon proveniente de los marcadores mitocondriales es la
herramienta a utilizar a la hora de asignar un individuo a una poblacién de origen, en
especial para localidades con la mayor diversidad haplotipica o si se busca diferenciar
entre poblaciones. Las secuencias obtenidas desde ambas especies para las regiones
16S, cox1 y nadh2 muestran una identidad cercana al 100% de sitios idénticos. Sin
embargo la regién control, permite reconocer una alta diversidad de nucledtidos,

permitiendo separar claramente los diferentes géneros y especies, ademas logra
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diferenciar en Z. chilensis con altos niveles de confianza la pertenencia de un individuo
al conjunto de localidades en aguas interiores (mar interior de Chiloé; Pto Montt y
Aysén) de aguas exteriores (San Antonio, Valdivia) y probablemente de otro stock o
unidad de manejo al extremo sur del pais (Pta Arenas). Para D. trachyderma
probablemente dos stocks. Aunque no hay estructura poblacional entre localidades,
hay un haplotipo compartido por todas ellas, siendo este dominante en San Antonio y
Valdivia. Los resultados sugieren una reciente expansion demografica en estas
localidades.

No ocurre lo mismo utilizando microsatélites, los cuales nos dicen no existir

evidentes diferencias en la estructura poblacional, y por lo tanto no se puede asignar
una zona de origen a un individuo solo usando la informacién del genoma nuclear. Los
micro satélites nos dan cuenta solo de las probabilidades de determinar diferencias
especificas entre si, es decir, si una muestra de tejido pertenece a Z. chilensis o a D.
trachyderma. También los microsatelites nos dan cuenta si la muestra proviene desde
el océano Pacifico o del Atlantico con valores altamente confiables.
Estos resultados estan en relacion directa con la historia de vida de ambas especies de
rayas, que se evidencia en la pesqueria, caracterizada por individuos juveniles con
muy pocas hembras maduras, en el caso de Z. chilensis y solo de juveniles inmaduros
en D. trachyderma

Al integrar la informacidn biolégica de Z. chilensis y D. trachyderma a nuestros
resultados, evidencian que las hembras maduras habitarian zonas diferentes a las

zonas de pesca artesanal, y que buscarian ambientes costeros para depositar sus
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huevos como estrategias para maximizar la probabilidad de eclosidon y posterior
supervivencia de juveniles.

Las zonas de Pto. Montt y Aysén denominadas (aguas interiores) presentan un
habitat adecuado para la filopatria reproductiva de rayas, con caracteristicas de aguas
mas someras, mas tranquilas, con abundante vegetacion algal para el depésito y
sobrevivencia de los huevos y juveniles, con una mayor oferta alimentaria de
crustaceos, que son el item preferencial de juveniles, a diferencia de los adultos que
son mas piscivoros.

Es probable que la zona de aguas interiores, sea una gran area de desove y/o
crianza que es necesario investigar. El uso de las zonas de crianza protege a las crias
de sus congéneres mas grandes u otras especies depredadoras.

Las hembras pueden volver a las zonas de crianza a depositar sus huevos,
aunque tengan que viajar grandes distancias para encontrar una pareja adecuada o
para alimentarse, para lo cual es necesario continuar con la marcacién de individuos
(mediante spagueti, aclstica o satelital), preferentemente de hembras gravidas de
aguas interiores y exteriores.

Nuestra recomendacion es que se apliquen medidas administrativas diferentes
entre stock de aguas exteriores e interiores, seguido de un monitoreo simultaneo y

marcaje de hembras adultas o gravidas entre ambas areas en diferentes épocas del



-297 -

6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESUTADOS

6.1. Realizar una revision bibliogrdfica del estado del arte referente a la
identificacion de unidades evolutivas y demogrdficas en peces

cartilaginosos.

6.1.1. Avances cientificos y tecnoldgicos en la determinacion genotipica de

peces cartilaginosos

Las herramientas moleculares son, y contindan siendo utilizadas con éxito para
tratar muchos aspectos de la ciencia ecoldgica y evolutiva. Son de aplicacion directa a
los problemas que aquejan el manejo y conservacién pesquera, incluyendo la
identificacion de especies, estructura poblacional y la evaluacién del tamafio de la
poblacién. Con el paso a la era gendmica, muchas de las limitaciones de las
herramientas genéticas utilizadas actualmente se sobre llevan utilizando tecnologias
avanzadas. La integracion de nuevos métodos gendmicos para el desarrollo de
primers y genotipado facilitara una correcta identificacion taxonomica y el monitoreo
de comercio, asi como el andlisis y monitoreo de la composicion de las pesquerias, que
son a menudo desconocidos. Andlisis de la poblacién de alta resoluciéon basada en la
evaluacion de genética tanto neutral como adaptativa, permitira la identificacion y
priorizacion de las unidades de manejo local ademas de facilitar la gestidn especifica y
planes de conservacién de especies y poblaciones con respecto a las condiciones

ambientales. La intensificaciéon de la investigacién genética en peces cartilaginosos

Informe Final - FIP 2013-29
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también ayudara a obtener y utilizar informacién sobre las poblaciones migratorias y
aisladas de alta mar, lo que es necesario para un manejo conjunto entre paises.
Aplicaciones genéticos ya son, y seguiran siendo, un componente integral de la
investigacion en elasmobranquios. En los ultimos 25 afios se han visto grandes
avances en taxonomia, sistematica, conservacién y manejo de peces cartilaginosos,
como resultado directo de la caracterizacién genética. La proxima década promete
avances en tecnologias genéticas que mejoraran rapidamente las capacidades de

investigar estos animales, su genética poblacional, ecolégica y evolutiva.

6.1.2. Avances cientificos y tecnoldgicos en la determinacion demografica de

peces cartilaginosos

El enfoque multidisciplinario se reconoce como la mejor manera de abordar los
problemas y las hipdtesis de trabajo en ecologia marina, para investigar el porqué de
la variabilidad de las clases anuales en los peces, proponiendo estudios conjuntos de
oceanografia, meteorologia y biologia (Sinclair & Smith, 2002). La definicion de stock
o de poblacién va implicita en casi cualquier investigacion que se lleve a cabo en
ecologia o en pesquerias, puesto que constituye la unidad basica de estudio cuya
dinamica poblacional se quiere conocer. Es decir, como describieron Sinclair & Smith
(2002), se trata de ver la biologia pesquera bajo el prisma de pensar en las
“poblaciones” o “stocks”, y no en la especie en general, en entes individuales o en
grupos que sean meras abstracciones sin trascendencia bioldgica. Por lo tanto, para

comprender el patrén espacial y temporal de las poblaciones, su riqueza y su

Informe Final - FIP 2013-29
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variabilidad necesitan de un amplio espectro de conocimientos provenientes de las
distintas ramas de la ciencia.

El problema de la definicién de stocks es complejo y por lo tanto también lo
sera la gestion de los mismos con multiples consideraciones y objetivos. En general, el
proposito dltimo de la identificacion de stocks es ayudar a que la gestion de los
recursos sea mas eficaz y sostenible y a que cumpla con los criterios de precaucion. La
definicién de stock va a depender en cierta manera del objetivo que se persiga y del
nivel de integridad considerado. Un enfoque tinicamente genético proporcionara una
informaciéon util para conocer la evolucién y los posibles niveles de intercambio
génico de las poblaciones, pero puede quedar incompleto para conocer por ejemplo si
existen diferentes componentes de desove. Entre estos componentes puede haber el
suficiente flujo génico para no observar diferencias en los marcadores genéticos pero
sin embargo tratarse de subpoblaciones con caracteristicas ecolégicas determinadas
con su particular contribucién a la diversidad genética. Un error en reconocer la
existencia de estos componentes o de una estructura compleja de stock, puede llevar a
que éstos se erosionen, o incluso desaparezcan, debido a una sobreexplotacién
pesquera (Stephenson, 1999; Taylor & Dizon, 1999).

El problema es que cuando los datos estan agregados en un stock unico
(cuando en realidad puede haber varios) los indicios de riesgo de desapariciéon de
algin componente poblacional quedan enmascarados en el computo total (Frank &
Brickman, 2000). Esta practica es precisamente lo contrario a una politica de

precaucion a la hora de explotar los recursos vivos renovables.
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De lo dicho anteriormente resulta obvio que la mejor manera de abordar el
problema de la identificacion de stocks y de su correcta gestién es disponiendo de
toda la informacién posible. Existen muchos ejemplos en donde se han utilizado varias
técnicas combinadas para la identificacion de stocks. En primer lugar estan los casos
en donde se utilizan varias modalidades de una misma técnica. Asi por ejemplo
Hilbish (1996) ya recomendaba la combinacidén de varias técnicas genéticas para
llegar a comprender la dinamica evolutiva de los organismos marinos.

Una relacion similar de modalidades y casos es aplicable al uso de otras
técnicas como el analisis de los rasgos de la estrategia vital y caracteristicas ecologicas
(Ruttenberg et al., 2005). En muchos stocks en los que no existe posibilidad de
adquirir series histéricas demogréficas, la informacién de los rasgos de la estrategia
vital puede proporcionar un marco de opciones de gestién, ya que estos datos
explican en gran parte las respuesta de las poblaciones a los cambios climaticos y
oceanicos (King & Mcfarlane, 2003). En resumen, siguiendo las palabras de Begg &
Waldman (1999) y Ward (2000), la estrategia 6ptima para tener éxito en la
identificacion de stocks con el fin dltimo de ayudar a una gestion pesquera mas
sostenible, precautoria y eficaz, es aplicar una aproximacion holistica que contemple

un amplio espectro de técnicas complementarias.
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6.2. Diseriar, aplicar y evaluar un plan de muestreo, temporal Yy
geogrdficamente adecuado para alcanzar los restantes objetivos del

proyecto

La alta estacionalidad de la pesqueria de rayas en Chile, afecta directamente la
disposicion y acceso a la informacion. Los volumenes de captura ofrecidos, bajo el
sistema de pesca de investigacion, se encuentran fuera de los niveles rentables. Sin
embargo, no se justifica la autorizacién de mayores volimenes de captura para
establecer la condicién reproductiva y la estructura de tallas de la poblacién
vulnerable.

Debido al atraso administrativo que postergo el inicio del proyecto en casi 6
meses, no se pudo gestionar la obtencidén de muestras durante el primer semestre de
2014. La recalendarizacion de los hitos relevantes del proyecto, oficiado a través de la
carta FIP N° 372 del 21 de Agosto de 2014, permite solicitar formalmente a la
Subsecretaria de Pesca y Acuicultura una cuota de investigaciéon para acceder a
ejemplares de raya volantin y raya espinosa de acuerdo a la metodologia propuesta en
la oferta técnica del presente proyecto. La falta de comunicacion entre las diferentes
entidades al interior de SUBPESCA retraso considerablemente el inicio de las
actividades de muestreo, sin embargo, la autorizaciéon de una cuota de investigacion
fue otorgada el 30 noviembre de 2014.

Las recomendaciones de una cuota especial de investigacion para efectos del
presente proyecto, propuestas por la Unidad de Recursos Demersales de la Division

de Administracion Pesquera (Informes Técnicos N° 229/2013, 234/2013 vy
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235/2013), fueron ignoradas para efecto de los Decretos Exentos N° 20/2014 y
21/2014; los que establecen una veda extractiva para ambos recursos en estudio
durante el 2014. La discordancia entre las unidades técnicas y administrativas al
interior de SUBPESCA parecen haber sido subsanadas, al gestionar una cuota especial
bajo efectos del articulo N° 100 de la Ley General de Pesca y Acuicultura, donde se
reserva un 2% del desembarque del afio anterior para efectos de investigacion. Esta
reserva establecida por Ley, fue la Unica figura legal que permitié la obtencién de
muestras bioldgicas.

A través de un uso racional de bajas cuotas (una fraccién inferior al 5% del
desembarque anual), se comprueba que se puede obtener informaciéon bioldgica a
través de un muestreo no-letal. Esta informacién puede ser luego contrastada con
pardmetros basales, disponibles en la literatura cientifica, sobre la biologia
reproductiva de ambas especies.

Sin embargo, los periodos de estudio (observacion) deben ser ajustados en
futuros proyectos. Ningin programa para la estimacién poblacional puede ser inferior
a una temporada de pesca. De igual forma, debe ser un esfuerzo sostenido en el
tiempo e independiente de la actividad pesquera. Si se requieren permisos de captura,
las entidades gubernamentales deben facilitar el acceso expedito a las muestras
siempre y cuando, se respete el caracter no-letal del muestreo. La obtenciéon de
permisos para pescas de investigacion ha sufrido diferentes cambios en sus criterios
de asignacidn, lo que retrasa la normal ejecucion de proyectos financiados por otras
entidades distintas a la Subsecretaria de Pesca. Sin embargo, futuros proyectos que

consideren la toma de muestra a través de métodos no-letales, no deben ser

Informe Final - FIP 2013-29



-303 -

consideradas como captura comerciales, ya que no hay desembarque o mortalidad
asociada a esta actividad.

El monitoreo de los desembarques de otras pesquerias que pudieran tener
captura incidental de raya espinosa y raya volantin, debe ser continuo y riguroso en
aguas chilenas (y regiones adyacentes). A pesar de las dificultades y retrasos
experimentados en la ejecucion de presente plan general de muestreo, se puede tener
una nocién sobre el estado de salud de la poblacion de rayas observada y
potencialmente vulnerable a la pesqueria comercial.

Considerando la condicién biolégica de la captura y el documentado
agotamiento pesquero de la poblaciéon (Bustamante et al., 2012), podemos inferir que
el estado del stock se mantiene vulnerable, y se recomienda mantener cerrado el
acceso y/o captura comercial de raya volantin y raya espinosa en Chile, hasta contar
con sefiales de recuperaciéon. Se recomienda ademas, la obtenciéon de indicadores
bioldgicos, tales como el aumento de la talla de machos y hembras en la captura
(recomendable sobre la talla biolégica de referencia) y aumento de la proporcién de
individuos maduros en la captura (sobre el 70% de individuos deben encontrarse
maduros), de igual forma regular los que pueden ser monitoreados de forma anual, y a
bajo consto, a través de cruceros pesquero-independientes. A la luz de nuevos
antecedentes, se podria analizar la condicién biolégica del stock y evaluar la

reapertura de la pesqueria.
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6.3. Identificar y caracterizar genéticamente la(s) principal(es) unidad(es)

evolutiva(s) de raya volantin y raya espinosa en la costa chilena

6.3.1. Una revision sobre la biologia, pesqueria y conservacion de las rayas

Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma

Por primera vez, la informacién disponible sobre Zearaja chilensis y Dipturus
trachyderma ha sido revisado en un solo documento, entregando informacién sobre su
historia de vida como herramienta de conservacion. La conservacion es el acto de
custodiar y proteger la biodiversidad, e implica el manejo y administracién de
cualquier actividad antropogénica, pero la definicién de una entidad taxonémica es el
primer paso para la conservaciéon de una especie. Aqui, hemos proporcionado un
documento con claridad taxonémica que recopila toda la informacién pertinente a la
biologia, ecologia y pesqueria que afectan estas dos especies de raya.

La raya volantin Z chilensis y la raya espinosa D. trachyderma, requieren
especial atencion para mitigar el riesgo de colapso poblacional debido a la pesqueria
indiscriminada en aguas suramericanas. La disminucion de su abundancia, el
incremento del esfuerzo pesquero, son sintomas del colapso pesquero que se ha
documentado para Z. chilensis y la presente investigacion ha proporcionado una fuerte
evidencia de que las rayas hocicudas tienen un alto riesgo de extincion de un futuro
cercano. Dada la creciente preocupacion por el estado de conservacion de las
poblaciones de las rayas hocicudas a nivel mundial, se evidencia la necesidad continua

de informacion cientifica para ayudar a mejorar nuestro entendimiento de la dindmica
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ecosistémica de estas especies, y en consecuencia, mejorar las medidas de
administracién y conservacién para garantizar su explotacidn sustentable a largo
plazo. En esta revision, se han puesto de evidencia aquellas lagunas de conocimiento
que deben abordarse con el fin de comprender mejor la biologia y ecologia de las

especies y potenciales procesos de amenaza para la conservacion de rayas en Chile.

6.3.2. Uso de marcadores moleculares mitocondriales para la identificacion de

raya volantin Zearaja chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma

A través de la amplificacion de fragmentos de la region control en el ADN
mitocondrial, se ha logrado determinar bases moleculares diagnosticas para la
determinacion de especies de rayas comerciales en Chile. Las mejoras tecnoldgicas y
cientificas, han permitido innovar en la creacién de primers especie-especifico, los que
han demostrado su eficacia en la identificacion ex post de muestras de tejido en
laboratorio. La evaluaciéon realizada a cuatro regiones del mitogenoma mostro
curiosos resultados. Si bien es cierto se logr6 amplificar y secuenciar segmentos de
aproximadamente 600 pares de bases para todas las regiones del ADN mitocondrial
en estudio, solo una regiéon provee suficiente informaciéon que permita reconocer
diferencias especificas.

Diferentes autores en Chile (Céspedes et al., 2005) y Argentina (Diaz de la
Astarloa et al,, 2008) intentaron, sin éxito, encontrar diferencias en fragmentos del
ADN mitocondrial los que puedan confirmar la identificacion de rayas comerciales en

Sudamérica. Sin embargo, los primers utilizados no han entregado la informacién
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suficiente para establecer relaciones filogenéticas en las especies estudiadas,
principalmente debido al uso de tecnologias obsoletas, a la incapacidad de desarrollar
primer especificos para rayas, y a la cercania evolutiva en rayas hocicudas, la que se
evidencia en los altos niveles de identidad en las secuencias analizadas.

Las secuencias obtenidas desde ambas especies para las regiones 16S, cox1 y
nadh?2 mostraron una identidad promedio de 99.6% de sitios idénticos agrupandolos
en un mismo clado. Esta cercania no permite separar entre entidades bioldgicas
dentro de la familia Rajidae, y su comparacion inter-especifica sugiere secuencias
idénticas entre Z. chilensis como D. trachyderma. Los resultados también muestran la
cercania existente entre las especies de interés, D. trachyderma no solo se agrupa en el
mismo clado con Z. chilensis, pero también con otras especies del género Zearaja.

Sin embargo, la regién control, amplificada a través de primers originales,
permite reconocer una alta diversidad de nucledtidos entre especies estudiadas. El
valor intrinseco de este fragmento génico, radica en que esta secuencia permite
separar claramente los diferentes géneros (90% identidad) y especies (>95%
identidad) dentro la familia Rajidae. De esta forma, se seleccion6 este marcador para

los subsecuentes analisis de estructura poblacional.
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6.3.3. Identificacion de unidades poblacionales de la raya volantin Zearaja
chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma en aguas chilenas, a

través de microsatélites y ADN mitocondrial

Los anadlisis genéticos han revelado similitudes y diferencias entre las dos
especies de rayas estudiadas. Las similitudes reflejan sus preferencias de habitat en
general, y sus estrategias reproductivas; mientras que las diferencias remarcan otros
aspectos tales como los tamafnos corporales. Sin embargo, como enfoque precautorio
hacia el manejo pesquero de ambas especies y antes que realizar otros esfuerzos de
investigacion para aclarar cualquier incertidumbre a nivel poblacional, se sugiere que
las mismas estrategias de administracion conservadoras sean implementadas para
ambas especies. Esta estrategia se describe mas adelante en el objetivo de asignacion
de origenes natales.

La variacion en el genoma mitocondrial (mtADN) proporciona mas informacion
sobre la estructura del stock que los loci de microsatélites para ambas especies. Esto
no fue inesperado, ya que menores tamanos efectivos poblacionales y mayores tasas
conocidas de mutacidn y fijacion de SNP en el mtADN, los convierte en una importante
herramienta para la genética poblacional. Sin embargo, la variacion del mtADN en
elasmobranquios es notoriamente baja (Dudgeon et al, 2012) y en el presente
estudio, se encontraron un nimero relativamente bajo de SNP por especie en la regiéon
de control. El hallazgo de quiebres genéticos entre poblaciones inferidos a través del
mtADN, pero no en los microsatélites, puede sugerir una falta de potencia en los

analisis de microsatélites. Por ejemplo, con el nimero de rayas evaluadas (alrededor
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de 50 individuos por localidad) y nimero de loci (11 y 9) por especie, se esperaba
poder resolver estadisticamente valores de Fsr inferiores a 0.01. Sin embargo, otros
argumentos podrian sugerir que esta variaciéon no tendria efectos significativos en
nuestros resultados. Mas bien, nuestros resultados sugieren que el mtADN se
encuentra subdividido a lo largo de las localidades de muestreo debido a la alta
participacion de individuos juveniles y a la ausencia de hembras maduras en la
pesqueria. La fraccién de poblacién analizada sugiere una marcada filopatria de las
hembras hacia dreas de crianza (zonas de posturas de huevos) y la falta de una senal
de subdivisidon a partir de microsatélites refleja una dispersiéon geografica amplia y
apareamiento fuera de las zonas (y periodos) de crianza y puesta de huevos.

Ademas de la informacion genética analizada, varios componentes sobre la
biologia de las especies estudiadas sugieren una filopatria natal de la hembra hacia
zonas de crianza costeras. Se ha reportado que las hembras en rayas (Familia Rajidae)
tiene la capacidad de almacenar esperma y postergar la implantacion de embriones
(Carrier et al., 2004), por lo que el apareamiento previo a la migracion de las hembras
hacia las zonas de crianza es altamente probable. Los huevos de ambas especies son
de gran tamarno y la fecundidad es muy baja (Licandeo et al., 2009; Bustamante et al.,
2012). Si esta informacién se integra a nuestros resultados, se evidencia que las
hembras maduras 1) habitan zonas diferentes a aquellas donde se realiza la pesca
artesanal de rayas, y 2) buscan ambientes costeros para poner sus huevos y
maximizar la probabilidad de eclosion y supervivencia de juveniles. En general, la
morfologia de los huevos en ambas especies sugiere adaptaciones para un ambiente

especifico, debido a la ausencia de estructuras que faciliten su anclaje a estructuras
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asociadas al fondo marino. Los huevos estos disefiados para facilitar su enterramiento
parcial (no completo) en sedimento grueso o su deposicion en arrecifes rocosos
costeros (Concha et al, 2011). En general, muy pocas hembras maduras se han
observado cerca de la costa (Bustamante et al., 2012). La mayoria de los individuos
capturados por la pesqueria (y analizadas en este estudio) son juveniles provenientes
desde zonas relativamente costeras. La filopatria de hembras, es una caracteristica
particular reconocida pero poco estudiada en muchas especies de elasmobranquios
(Dudgeon et al, 2012), y aumenta la susceptibilidad de las especies a la
sobreexplotacion. Por ejemplo, la poblacién de rayas documentada en cercanias de
Concepcion (Vargas-Caro et al, 2015a) pudo haber sido extirpada debido a la
eliminacién de hembras adultas y reproductivamente activas durante periodos de
puesta de huevos en zonas de crianza cercanas a la costa. Adicionalmente, el patron de
los haplotipos de mtADN entre las localidades estudiadas, remarca la susceptibilidad
de ambas especies a la sobreexplotacién.

Ademas del efecto adverso de la filopatria en las hembras, actualmente cada
especie se compone de varias unidades de administracion pesquera. Nuestros
resultados evidencian diferencias significativas en el mtADN de Z. chilensis entre cada
localidad de muestreo, con la excepciéon de Puerto Montt y Aisén. Las dos ultimas
localidades se encuentran circunscritas dentro del 'mar interior de Chiloé' y por lo
tanto, se esperara una sola poblacién. Sin embargo, se observan menos quiebres en el
flujo genético mtADN para D. trachyderma. El principal quiebre se observa entre San
Antonio y Valdivia, en el norte. Curiosamente, el 13% de los individuos valdivianos

posee un haplotipo divergentes, haciendo hincapié en su distinciéon del resto. De
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acuerdo con el principio precautorio y también porque ambas especies hacen parte
indiscriminada de una sola pesqueria, el estado espacial del stock para Z. chilensis y D.
trachyderma se debe considerar limitado y estructurado; por lo que cualquier medida
de administracién pesquera deben ser implementada de forma independiente para
cada una de las unidades identificadas.

La informacion proveniente desde los marcadores del mtADN sugiere también
el posible efecto de la sobrepesca en algunas poblaciones. Para ambas especies de
rayas, la diversidad de haplotipos mtADN fue dnica - en otras palabras, sélo habia un
haplotipo presente en algunas localidades. Para Punta Arenas en el extremo sur, la
diversidad de haplotipos también fue baja; un haplotipo para D. trachyderma y dos
para Z. chilensis. Hay dos explicaciones posibles para esta situacién: que estas
localidades hayan sufrido un pronunciado efecto de ‘cuello de botella’ reciente; o un
evento “fundador” en estas localidades en un evento pasado (p.e., a escala evolutiva).
Un efecto de “cuello de botella” reciente podria haber sido causado por la pesca
excesiva, y si es asi, podria haber sido detectado en los genotipos de microsatélites
desde individuos provenientes de esa ubicacion. Durante un evento de cuello de
botella, los alelos se pierden mas rapido que la heterocigosidad, sin embargo, nuestros
resultados no son concluyentes para este analisis.

Como se mencioné anteriormente, los genotipos de microsatélites no fueron
particularmente informativos sobre la extension espacial de las poblaciones. Creemos
que esto es debido a eventos de apareamiento durante la etapa de dispersion (no
reproductiva), donde ambos sexos se alejan de la costa y, asi como a lo largo de la

costa en busca de un habitat adecuado para la alimentacién. La especie con un tamafio
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corporal mas pequefio (Z. chilensis) puede no tener una capacidad de dispersion tan
extensa como en D. trachyderma, principalmente debido a las evidencias de un
aislamiento por distancia pronunciado en Z. chilensis basado en la informacién de
microsatélites. Esta relacion se produce cuando el apareamiento al azar no se produce
dentro de toda la poblacion. En cambio, hay una mayor probabilidad de apareamiento
entre individuos al interior de una localidad como consecuencia de la dispersion
limitada de la especie.

El conjunto de loci de microsatélites utilizados fue cuidadosamente disefiado
para detectar la apariciéon de hibridos entre las especies; ya que diversos morfotipos
intermedios han sido registrados previamente (Vargas-Caro et al, 2015a). Sin
embargo, los resultados no fueron concluyentes y no podemos rechazar la hipédtesis
de hibridacién, razén por la cual algunas investigaciones estan en curso. Si se produce
hibridacién entre ambas especies de rayas, lo mas probable es que sea un evento raro.
El uso del mismo conjunto de loci de microsatélites en ambas especies ha confirmado
el caracter distintivo de la especie, y ha proporcionado una alternativa a la
secuenciacion del mtADN para la identificacion de especies a partir de subproductos.
La condicion de especies separadas también ha sido confirmada a través de analisis
filogendmicos, utilizando los genomas mitocondriales completos de Z. chilensis y D.

trachyderma (Vargas-Caro et al., 2014, 2015b).
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6.4. Identificar y caracterizar la(s) principal(es) unidad(es) demogrdfica(s) de

raya volantin y raya espinosa presentes en la costa chilena

6.4.1. Caracterizacion y variacion morfométrica en la raya volantin Zearaja

chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma, en aguas chilenas

Este trabajo ha mostrado la importancia y dificultad de separar dos especies de
rayas morfolégicamente similares. Las dificultades en la separacién de las capturas de
elasmobranquios a nivel de especie son comunes en estudios bioldgico-pesqueros
(Lamilla et al.,, 2010), y usualmente, la informacién proveniente de registros oficiales
obliga a realizar andlisis de datos teniendo en cuenta un nivel taxonémico superior.
En un caso particular, en Chile se registran los desembarques de Zearaja chilensis y
Dipturus trachyderma, considerando que la raya espinosa (D. trachyderma) es
generalmente de mayor tamafio corporal y es relativamente menos abundante que la
raya volantin (Z. chilensis). Sin embargo, cuando son juveniles, es casi imposible
diferenciar entre ambas especies (Vargas-Caro et al., 2015a). A pesar de que estas dos
especies pueden ser morfolégicamente muy similares, tienen diferentes ciclos de vida
y roles ecoldgicos, y en orden de tener un manejo pesquero adecuado, se requiere la
correcta discriminacién a nivel especifico de sus capturas. Es un hecho que los
elasmobranquios de aguas profundas, y en particular las rayas, se encuentran entre
los organismos marinos mas vulnerables de extinguirse por efecto de la
sobreexplotacion pesquera (Fowler et al., 2005; Dulvy et al., 2014). En Chile, existe

una necesidad urgente de implementar medidas de administracién eficientes para el
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manejo y conservacion en la pesqueria de rayas (Lamilla et al., 2010), lo que requiere
que la informacién pesquera sea registrada a nivel especie-especifico.

En este trabajo, las dos especies fueron separadas a través de un analisis
multivariado en base a su morfometria. Cada medicion morfolégica contribuye
relativamente hacia las diferencias generales pero cuando esas pequefias diferencias
son consideradas en conjunto, es posible separar las especies independientemente de
su condicién reproductiva.

El conocimiento general de ambas especies se encuentra complementado con
la informacién morfolégica contenida en este trabajo. El dimorfismo sexual en Zearaja
chilensis se confirma a través de los cambios morfoldgicos que sufren los machos con
la madurez sexual. En general, los machos pueden cambiar su morfologia dentaria
como un caracter sexual secundario, en la misma forma de la apariciéon de aguijones
alares (Kajimura & Tricas, 1996, Saez & Lamilla, 2004, Braccini & Chiaramonte, 2002).
Estos dos caracteres en conjunto, conllevan a un engrosamiento del musculo abductor
de la mandibula lo que se evidencia en la curvatura caracteristica del margen medio-
anterior del disco a nivel de la boca (Figura 57). El alargamiento del clasper, a
consecuencia de la maduracion sexual, genera ademas una deformacion en la base de
las aletas pélvicas en machos activos (Figura 57), lo que ha sido evidenciado a través
del analisis poblacional. De igual forma, el nimero de aguijones en la superficie del
disco se presentan como un caracter discriminante entre especies y sexos. Las
hembras de Z. chilensis pueden presentar hasta 39 aguijones en la linea media,
mientras que los machos no tienen mas de 37. En el caso de D. trachyderma este

numero no supera los 44 aguijones; sin embargo, siempre se va a presentar un aguijon
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entre las aletas dorsales, y en algunos casos hasta 2 o 3. En Z. chilensis, los aguijones
inter-dorsales pueden no estar presentes, al igual que los aguijones nucales. Este
ultimo, la presencia de un aguijéon nucal, se ha utilizado como una herramienta
diagnostica para separar ambas especies. En el caso de D. trachyderma ningin
ejemplar presento aguijones en la zona nucal, lo cual es consistente con la literatura
disponible. Sin embargo, en Z chilensis este caracter puede perderse en la
manipulacién o simplemente no observarse, lo que le resta validez a su uso como
caracter diagndstico.

A nivel poblacional, considerando cuatro localidades de muestreo a lo largo de
Chile, no se pueden evidenciar diferencias morfoldgicas en las dos especies en estudio.
En general, las variaciones morfolégicas en peces cartilaginosos pueden estar
asociados cambios en la condicién reproductiva (Cadrin et al., 2005). En ninguno de
los casos, se observan diferencias morfolégicas considerando el lugar de origen de los
individuos, y las unicas diferencias identificadas obedecen al dimorfismo sexual de Z.
chilensis. A pesar de que no se observaron diferencias significativas en la morfometria
de D. trachyderma, esto puede asociarse a la ausencia de individuos maduros en
ambos sexos (>10% del total de la muestra). En el caso particular de Valdivia y Punta
Arenas, las diferencias entre ambos stocks pueden relacionarse al menor tamafio
corporal de los individuos capturados en Valdivia. Los individuos de Punta Arenas,
presentaron las mayores tallas de captura para esta especie, tendencia que ha sido
descrita previamente por Bustamante et al. (2012), y que puede estar en directa
relacion con el grado de explotacion del stock residente en las localidades al sur de

Puerto Montt.
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Figura 57 Morfologia de especimenes (A) macho y (B) hembra, sexualmente maduros

de raya volantin Zearaja chilensis. Se indican caracteres sexuales en machos, e.g.,
engrosamiento de musculo abductor mandibular (1), deformacién de la base de las
aletas pélvicas (2), alargamiento del clasper (3); y hembras, e.g., aumento del volumen

de la porcién distal del disco (4).

A nivel general, algunas mediciones morfométricas, como la comparacion del
largo total y el largo del disco, usualmente utilizadas en los registros de observadores,
no son adecuadas para la separacién de especies. Para estas mediciones en particular,

existe una gran variabilidad intra-especifica mas relacionada a diferencias sexuales y
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condicion reproductiva, y no a las caracteristicas especificas en rayas (Bustamante et
al, 2012). Una vez alcanzada la madurez sexual, el abdomen de las hembras
incrementa proporcionalmente mas que en los machos debido a la presencia de
ovocitos maduros y capsulas de huevos. Sin embargo, la proporcion del largo y ancho
del disco, junto con el nimero de aguijones de la linea media, se presenta como una

combinacion de caracteres que permite la separacion de especies.

6.4.2. Caracterizacion y variacion de la dieta y nivel tréofico de Zearaja chilensis

y Dipturus trachyderma en aguas chilenas

Con base en los resultados, se propone que tanto raya volantin, como raya
espinosa se alimentan de animales bentdnicos y bento-demersales generalmente,
especialmente de los grupos de la categoria de peces Oseos y crustaceos. Esto
corrobora estudios anteriores en donde la preferencia por peces y crustaceos es
importante, dandose el caso de ser un grupo de ellos preferente como se observé en el
Seno de Reloncavi (Bahamonde, 1950) donde se observa que su dieta se basa
principalmente en Munida gregaria con un 84% aproximado y otros crustaceos,
siendo los peces casi inexistentes en su dieta. O sobreponiéndose la dieta de un grupo
sobre otro a medida que va aumentando el tamafio de las rayas como se observa con
Fuentealba, 1989, donde consumian preferentemente crustaceos en individuos
juveniles (90%) y crustaceos (65,8%) y peces (24,4%) en individuos adultos. O lo que

se observa en investigaciones de Lamilla afio 2002, donde se analiza también el
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contenido de Dipturus trachyderma los peces fueron mas importantes, mas del 85%
en importancia de presas.

Ambas especies presentan mayor contribucién en su dieta por parte de items
presas especificos como lo son las especies Sebastes oculatus, Heterocarpus reedi,
crustaceos en general y Merluccius gayi, con los mayores porcentajes de importancia
relativa. En ambos la preferencia por ciertas especies es bastante notoria, catalogando
a estas especies como individuos especialistas a momento de capturar sus presas. En
general en trabajos previos se observa que la dieta es especifica, en muy pocos casos
catalogada como generalista, salvo por lo que determina un estudio en el Atlantico
donde se caracteriza por ser un depredador generalista, centrando su dieta en peces y
crustaceos, donde se observan cambios importantes en su dieta segin el tamafio
(Koen Alonso et al., 2001).

Cambia el tipo de dieta segin estudios anteriores en el tipo de presa de
preferencia, cambio que debe ligarse al lugar de procedencia y del tipo de fauna
acompanante de cada especie. La diversidad corrobora que existen presas diversas
dentro de la dieta, pero aun asi, es poca y mas especifica para ciertos items. El indice
de Levin de amplitud de nicho trofico comprueba que ambas especies son
depredadores especialistas. Segun el indice de Morisita- Horn existe una sobre
posicion en la dieta de ambas especies, indicando y corroborando la preferencia de
ambos por ciertas especies, ademas de compartir idénticos habitats y localidades.

En localidades estudiadas se observa un patréon en raya volantin donde se
observa mayor preferencia por grupos de crustidceos en san Antonio y Valdivia, al

contrario de las otras dos donde la preferencia ocurre con peces 6seos. Esto puede
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deberse a que en estos dos lugares la mayoria de los individuos presenta las tallas
mayores, pudiéndose identificar este hecho como una relaciéon con patrones de
variacion ontogénica.

En el caso de raya espinosa este patrén no es muy notorio ya que casi en
general se observan preferencias por peces dseos en la mayoria de las localidades. Las
hembras de raya volantin siguen el mismo patrén, los machos presentan una pequefia
variacion presentando en Punta Arenas mayor preferencia por peces 6éseos que en las
demas localidades, aun asi se mantiene la tendencia indicada anteriormente. Estudios
en Valdivia habian descrito la dieta como preferencial para peces, en cambio en el
presente estudio se describe a los crustaceos como presas principales. En el caso de
las hembras de raya espinosa siguen la tendencia a ser casi la totalidad de presas
preferenciales los peces 6seos, y los machos presentan una pequeia diferencia donde
hay mayores porcentajes de crustaceos en las localidades de San Antonio y Punta
Arenas.

Existe una sobre posiciéon media entre el general de machos y hembras de este
estudio. Machos y hembras de raya volantin presentan minima sobre posicion en su
dieta por lo que es mas amplio el rango de especies que comparten; en cambio en
machos y hembras de raya espinosa la sobre posicidn de la dieta es alto, por lo que la
competencia es mayor por el tipo de presas que eligen.

En el caso de tamafo de los individuos, hay una gran diferencia entre ambas
especies, ya que en raya volantin se catalogé a individuos juveniles y maduros segin
el tamafio. Los catalogados como juveniles presentan una preferencia casi del 70% de

items presa a los crustaceos. En cambio para individuos maduros la preferencia
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cambia a Sebastes oculatus cambiando a presas de mayor tamafio. En el caso de raya
espinosa se analizan individuos inmaduros y juveniles. En ambos rangos los peces son
preferenciales. Aunque existe cantidad de crustaceos pero el tamafio de los peces es
mayor por lo que aumenta su valor dentro de la dieta.

La diferencia de tamafio entre ambas especies es notoria, sobre todo a nivel de
madurez sexual, por ende en Zearaja chilensis se nota el cambio de alimentacién entre
individuos maduros y juveniles, pero el tamafio de los inmaduros de Dipturus
trachyderma es similar al de los maduros de Z. chilensis, por lo que captura presas mas
grandes o similares a esta especie y no es posible en este estudio determinar si
individuos de menor tamafio en raya espinosa presentaran cierta variacién en su
dieta.

Como los tamafios de las especies extraidas son similares, es posible entender
el hecho de que exista sobre posicion de la dieta entre ambas especies segtn los datos
obtenidos en este estudio. En cambio entre estas caracteristicas, de semi maduros y
maduros en Z. chilensis la sobre posicidn de la dieta es media y en inmaduros y semi
maduros de D. trachyderma es minima.

Se puede catalogar a Z. chilensis como un depredador secundario y al madurar
convertirse en uno terciario. En cambio en D. trachyderma en general es un
depredador terciario dentro de los rangos de tamafio encontrados. Posterior a estos
analisis cuantitativos es necesario continuar con un analisis mas extenso sobre
interacciones troficas, por eso se agrega una pequefa introduccion a los métodos
usados con isétopos estables, infiriendo asi un nuevo paso posible de seguir para

avanzar con la descripcién de dietas y niveles troficos dentro del ecosistema marino y
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asi identificar de mejor manera el rol que cumple cada individuo dentro de la trama

trofica.

6.4.3. Caracterizacion y variacion de la carga parasitaria de Zearaja chilensis y

Dipturus trachyderma en aguas chilenas

Los pardmetros ecoldgicos nos dan un acercamiento del indice de parasitacién
de los parasitos sobre las especies de hospederos. Existe una categorizacion de las
especies con respecto al porcentaje de prevalencia clasificAndolas en especies ntcleo
aquellas que presentan una prevalencia mayor al 70%, especies satélites menores al
40% y especies secundarias a las que presentan un porcentaje intermedio entre éstas.
(Bush & Holmes, 1986). En base a esto las 3 especies encontradas son especies
satélites por su bajo porcentaje de prevalencia, indicando que tienen un bajo poder de
colonizacién en los hospedadores.

Todos los parasitos son encontrados en el estdmago o en la valvula espiral del
hospedador. Se observa una muy baja cantidad de parasitos en la especie Zearaja
chilensis y s6lo un tipo de ellas. En cambio en Dipturus trachyderma a pesar de la poca
cantidad de rayas parasitadas, la cantidad de los parasitos es bastante mayor,
pudiéndose encontrar sobre 30 pardasitos en un solo individuo. La presencia de formas
larvarias de parasitos se ve influenciada por diversos factores que pueden ser cambios
en la ecologia marina como temperatura (muy ligada al crecimiento y desarrollo),
humedad, luz, abundancia o disminucién de hospederos intermediarios, habitos

alimenticios e inclusive tamafio del pez hospedero paraténico, el cual, a mayor
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tamafio, alberga mayor cantidad de larvas en sus musculos y visceras (Atias, 1991). En
el caso del individuo que present6 la mayor cantidad de parasitos podria concordar
con el factor de tamafio del hospedador ya que este es uno de los mas grandes
muestreados (200 cm aproximadamente).

Se sabe que la alimentacion de los peces es uno de los factores que influye en la
presentacion de larvas parasitarias en los peces hospederos, en general la raya
volantin y raya espinosa se alimentan de crustaceos y peces que son catalogados como
hospedadores intermedios de las larvas de los parasitos nematodos. Los anisakidos
presentan como hospedador definitivo a mamiferos marinos, en este caso como los
condrictios son considerados depredadores topes o cercanos al tope de las tramas
tréficas y encontrandose larvas en estado L3 o L4 o Adultas, es posible considerar
estas rayas como hospedadores definitivos.

Las 3 especies encontradas concuerdan con las descritas anteriormente como
parasitos tanto de Z. chilensis como de D. trachyderma segin Mufioz & Olmos (2008),
Villalba & Fernandez (1985) y Knoff et al. (2001, 2002, 2004). Estas especies también
son descritas como pardasitos de diversas especies mas, por lo que es posible
describirlas como poco especificas. Al igual como se describe con las larvas de los
anisaquidos que exhiben una escasa o nula especificidad en su hospedero (Pérez-
Ponce de Leén. 1996), debido a lo cual han sido descritas en todos los océanos y en
una gran diversidad de especies de peces y cefalépodos (Castillo-Sanchez, 1997; 1998;
Pérez-Ponce de Ledn, 1999).

Al ser los anisakidos parasitos poco especificos y pertenecer a un amplio rango

de distribucion, es necesario obtener caracteristicas mas especificas ya que tanto los

Informe Final - FIP 2013-29



-322-

cambios ambientales, como la presencia o ausencia de hospedadores intermediarios
entre las diversas areas de distribucion del huésped, pueden marcar diferencias en el
conjunto de parasitos de estas rayas.

Los parasitos fueron encontrados en diversos lugares, 4 localidades en general
que son San Antonio, Puerto Montt, Valdivia y Punta Arenas, en el caso de
Pseudoterranova sp. S6lo se encontr6 en San Antonio. Anisakis sp, tuvo un mayor rango
de distribucion encontrandose en individuos de San Antonio, Puerto Montt y Punta
Arenas, y finalmente el género Raphidascaris sp, fue encontrado en San Antonio,
Puerto Montt y Valdivia. Con estos datos se puede ayudar con la informacién de
distribucién de estos parasitos.

De esta forma, el estudio de los parasitos puede resultar util para obtener
informaciones sobre la biologia, ecologia y pautas migratorias, pero con una mayor
cantidad de informacion relacionada tanto con la biologia y distribucion del huésped

como del hospedador.

6.4.4. Caracterizacion y variacion de la historia de vida de Zearaja chilensis y

Dipturus trachyderma en aguas chilenas

En general, considerando las cuatro localidades, la talla de captura de Z. chilensis
aumenta con la latitud, tal como ha sido reportado previamente (Bustamante et al.,
2012). Sin embargo, y aunque no ocurre lo mismo con las tallas de D. Trachyderma
Punta Arenas registra las tallas mas grandes para ambas especies. El aumento en la

talla promedio de captura en las localidades australes, podria relacionarse a que en
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esta zona se podrian encontrar mas ejemplares de mayor tamafio y no a que en esta

zona se estarian capturado menos juveniles.

Si bien es cierto, muchos aspectos del sistema y procesos reproductivos de
elasmobranquios son un factor importante en la formacién de iniciativas de
conservaciéon y manejo (Gubanov, 1978; Pratt & Casey, 1990; Conrath & Musick,
2012). En este estudio solo se determin6 la talla de madurez en Z. chilensis,
especificamente en los machos, ya que no se realiz6 diseccion en las hembras. En el
caso de D. Trachyderma no se obtuvieron individuos maduros, por lo que no se pudo
determinar este parametro. Si comparamos esta talla en las localidades, nos damos
cuenta que la talla de madurez aumenta hacia el sur, lo que podria deberse a variables
medioambientales. No obstante, para poder establecer umbrales de comparacion de la
talla media de madurez, se requiere mayor informacion sobre la condicién

reproductiva del stock, incluyendo la observacion de gonadas en machos y hembras.

La proporcion sexual a nivel global, en Z. chilensis mostrd un significativo sesgo
hacia las hembras, siendo San Antonio la Unica localidad en que no hubo diferencias
en la composicion de sexos. Con D. trachyderma ocurre todo lo contrario, ya que en
general no presentd diferencias en la proporcién sexual, excepto en San Antonio, en
donde si hubo diferencias en la composicion de sexos, mostrando un sesgo

significativo hacia las hembras.

Para tener una vision mas completa acerca de los parametros de historia de vida

de las especies objeto de este estudio Z. chilensis y D. trachyderma, es necesario la
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obtencion de datos tanto de hembras, como de machos, sobre todo con respecto a

parametros reproductivos.
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6.5. Estimar el numero de origenes (zonas de desove y/o crianza) y su
contribucién relativa a cada unidad demografica identificada y zona

principal de captura

Identificacién de poblaciones natales

La genética se presenta como una herramienta util para dar respuesta a
preguntas relacionadas a la identidad de un individuo, o las relaciones de este
individuo entre diferentes poblaciones. En el presente estudio, y como se hace
menciéon en objetivos anteriores, la informaciéon proveniente desde marcadores
mitocondriales (secuencias producidas para la regiéon control de ambas especies) ha
demostrado ser mas informativa a la hora de definir estructura poblacional. De esta
forma, estos marcadores podrian ser de gran utilidad al momento de obtener la
determinacion de origen de un individuo escogido al azar dentro de una poblacién.
Por ejemplo en el caso de Z. chilensis, la probabilidad de identificar la localidad de
origen de un individuo entre una poblacién en aguas exteriores (San Antonio o
Valdivia) o aguas interiores, es altamente significativa. Esta certeza en la
determinacion de origen, se relaciona con la mayor diversidad haplotipica encontrada
en San Antonio y Valdivia, en contraste con lo que se evidencia en aquellas localidades
en aguas interiores. Ahora, al no existir diferencias significativas entre las localidades
de Puerto Montt y Aisén, la asignacion particular de un individuo a una de estas dos
localidades se hace practicamente imposible.

A diferencia de lo mencionado con anterioridad, los resultados basados en el

uso de microsatélites demostraron no ser concluyentes para definir la estructura
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poblacional de las especies en estudio. Esto significa que la informacion proveniente
de marcadores nucleares no permite reconocer la asignaciéon de origen de un
individuo escogido al azar. Seglin la estructura de microsatélites, cada poblacién se
compondria hipotéticamente de individuos provenientes de todas las localidades, y la
probabilidad que tiene un individuo de pertenecer a una localidad en particular es
idéntica en todos los casos. Sin embargo, este tipo de analisis nos proporciona solida
informacion en el caso de necesitar asignar un individuo a una de las dos especies en
estudio. Como se puede observar en la Figura 58, cuando la totalidad de los
individuos se analizan como un conjunto, los microsatélites son altamente confiables
identificando individuos provenientes de otra especie, e incluso identificando posibles
hibridos, entregando informacién acerca de la identidad de este en relacion al grado
de cercania con una de las especie.

Cabe destacar que la identificacion de individuos entre estas dos especies ha
sido un problema en el tiempo, especialmente cuando solo una fracciéon de la
poblaciéon es capturada y esta se compone en la mayoria de los casos de individuos
juveniles (bajo talla de primera madurez). La informacion proveniente desde
microsatélites, ha demostrado ser una herramienta esencial para asegurar
certeramente la identidad de una muestra desconocida (p.e, un filete o aleta
procesada). En el caso hipotético de analizar una muestra desde un individuo
procesado (identidad desconocida), se puede obtener informacién sobre su
asignacion especifica (P > 0.005) a través del analisis de microsatélites (Figura 58 y
59). Ambas especies, tienen una firma genética nuclear especifica y particular. Sin

embargo, para el caso de las especies estudiadas, los microsatélites no entregan

Informe Final - FIP 2013-29



1.00
0380
0.0
040
020

000

1.00
030
060
040
020

0.00

1.00
030
050
040
020

0.00

100
080
050
040
020

0.00

1.00
030
050
040
020

0.00

-327-

informacion sobre la poblacion de origen debido a la evidente falta de estructura

poblacional en Chile.
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Figura 58 Grafico de barras en lineas individuales desde STRUCTURE para un ensayo

(aleatorio entre 20 réplicas) sobre la identidad de 249 individuos en dos grupos
arbitrarios (K = 2). Los grupos se encuentran coloreados por especie Zearaja chilensis,
en rojo, y Dipturus trachyderma, en verde. Cada individuo se representa por un

histograma dnico en el eje horizontal y con valores de linaje en el eje vertical.
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DA eigenvalues PCA eigenvalues

Figure 59 Grafico de DAPC a partir de seis genotipos de microsatélites para 249
individuos de Zearaja chilensis (izquierda) y Dipturus trachyderma (derecha). Se
indican las muestras agrupadas por localidad en colores: SAN: San Antonio (azul),
VLD: Valdivia (lila), PTM: Puerto Montt (amarillo); AIS: Aisén (naranja), y PTA: Punta

Arenas (rojo).

Por otra parte, tal como se discutié previamente a través de la amplificaciéon de
genes especificos del mtADN, por ejemplo cox1 y nadh2, se puede obtener informacion
sobre el origen geografico de una muestra en particular. La diversidad de haplotipos
de estos genes podria ser util al momento de identificar individuos provenientes de
dos zonas claramente separadas por una barrera geografica, especificamente entre el
Océano Pacifico y el Atlantico. En esta situacion particular ambos marcadores,

microsatélites y mitocondriales, se complementarian ya que no solo serian capaces de
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identificar el pais de origen entre ambos stocks (Chile y Argentina) sino también
entregar informacidn sobre la identidad especifica (Z. chilensisy D. trachyderma).

La sinergia entre los resultados genéticos y los caracteres demograficos
reportados para ambas especies de raya, aumenta significativamente la validez de las
conclusiones de este estudio. La incorporacién de la informacion genética ha
permitido realizar inferencias sobre la biologia reproductiva y potenciales modelos de
dispersion de cada especie, lo que antes era desconocido. La dindmica de poblacién
descubierta en el presente estudio proporciona nueva informacién valiosa para el
manejo sustentable de los recursos raya volantin y raya espinosa. En consecuencia, se
espera una mejora sustancial en las medidas actuales de administracién pesquera, las
que en conjunto con un adecuado monitoreo por parte de las agencias estatales
chilenas, podra entregar certeza al momento de considerar cuotas de captura que

armonicen la subsistencia a las comunidades costeras y el equilibrio ecolégico.

Contribucion relativa a la pesqueria

La captura de las especies Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma es captura
objetivo por la flota costera artesanal situada entre Valdivia (40° S) y Aysén (45° S)
(Licandeo et al, 2006), y como pesca accidental en la pesca arrastrera industrial de
merluzas; en la pesqueria de Merluccius australis (Hutton, 1872), que opera al sur del
41°28.6 S(Quiroz et al, 2009) y en la pesqueria de Merluccius gayi (Guichenot, 1848)

que opera entre los 34°28 Sy 41°28,6 S (Galvez et al, 1998).
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Segun Quiroz et al, 2009 las hembras maduras de Z. chilensis representan solo
entre el 8 al 10% en Valdivia, isla de Chiloé y canal de Moraleda, pero cerca del 50%
en las zonas ubicadas mas al sur.

Licandeo et al, 2007 dice que para D. trachyderma, a pesar de ser
considerablemente mas grande que Z. chilensis, menos del 37% de la captura total son
rayas maduras, con una talla media de captura de 165 y 175 cm LT en machos y
hembras, respectivamente.

El stock genético, es aquel que estd formado por miembros de una especie que
se aparean aleatoriamente y cuya integridad genética persiste si permanecen aislados
como grupo, al menos durante el apareamiento, tanto espacial como temporalmente.
Una de las definiciones mas aceptadas es la propuesta por Ihssen et al. (1981) en la
que un stock es un grupo intra-especifico de individuos que se aparean de forma
aleatoria y mantienen una integridad espacial o temporal. La diferenciaciéon entre
stocks sera la consecuencia del balance entre los efectos homogeneizadores del flujo
génico y los efectos diferenciadores de la deriva genética (Allendorf & Luikart, 2007).
Por lo tanto, basta que uno pocos individuos adultos migren en una época
determinada para que el flujo genético tienda a homogenizar las poblaciones y eso
puede estar ocurriendo en las poblaciones de aguas exteriores. En cambio, las
condiciones oceanograficas diferentes de aguas interiores y zona de canales permitan
ciertos niveles de diferenciacion genética.

Mas atn, se conoce que las hembras de rayas de la familia Rajidae tienen la
capacidad de almacenar espermios y de postergar la implantacién de embriones

(Carrier et al, 2004), por lo que en estas rayas apareamiento no significa fecundacién
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instantanea, puede esta ser postergada hasta que la hembra encuentre sitios
adecuados de postura, refugio y alimentacion.

Para nuestros resultados es la informacién proveniente de los marcadores
mitocondriales la herramienta a utilizar a la hora de asignar un individuo a una
poblacion de origen, en especial para localidades con la mayor diversidad haplotipica
o si se busca diferenciar entre poblaciones. Las secuencias obtenidas desde ambas
especies para las regiones 16S, cox1 y nadh2 muestran una identidad cercana al 100%
de sitios idénticos. Ninguna region, excepto la regién de control, provee suficiente
informacién para separar a nivel especifico las rayas en estudio, pero si entregan
informacién robusta para inferir el género y potencialmente, determinacion de origen.
La region control, permite reconocer una alta diversidad de nucleétidos, permitiendo
separar claramente los diferentes géneros y especies, ademas logra diferenciar en Z
chilensis con altos niveles de confianza la pertenencia de un individuo al conjunto de
localidades en aguas interiores (mar interior de Chiloé; Pto Montt y Aysén) de aguas
exteriores (San Antonio, Valdivia) y probablemente de otro stock o unidad de manejo
al extremo sur del pais (Pta Arenas). Para D. trachyderma probablemente dos stocks.
Aunque no hay una estructura poblacional entre localidades, hay un haplotipo
compartido por todas ellas, siendo este dominante en San Antonio y Valdivia. Los
resultados sugieren una reciente expansion demografica en estas localidades.

En cambio, utilizando microsatélites, estos nos dicen no existir evidentes
diferencias en la estructura poblacional, y por lo tanto no se puede asignar una zona
de origen a un individuo solo usando la informacién del genoma nuclear. Los micro

satélites nos dan cuenta solo de las probabilidades de determinar diferencias
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especificas entre si, es decir, si una muestra de tejido pertenece a Z. chilensis o a D.
trachyderma. También los microsatelites nos dan cuenta si la muestra proviene desde
el océano Pacifico o del Atlantico con valores altamente confiables.

Estos resultados se encuentran fuertemente influenciados por la fraccién de la
poblacién que captura la pesqueria artesanal, es decir, una poblacién compuesta casi
en su totalidad por individuos juveniles de ambos sexos y la ausencia de hembras
maduras. Estos resultados estan en relacion directa con la historia de vida de ambas
especies de rayas, que se evidencia en la pesqueria, caracterizada por individuos
juveniles con muy pocas hembras maduras, en el caso de Z chilensis y solo de
juveniles inmaduros en D. trachyderma

Al integrar la informacién biolégica de Z. chilensis y D. trachyderma a nuestros
resultados, evidencian que las hembras maduras habitarian zonas diferentes a las
zonas de pesca artesanal, y que buscarian ambientes costeros para depositar sus
huevos como estrategias para maximizar la probabilidad de eclosién y posterior
supervivencia de juveniles.

Las zonas de Pto. Montt y Aysén denominadas (aguas interiores) presentan un
habitat adecuado para la filopatria reproductiva de rayas, con caracteristicas de aguas
mas someras, mas tranquilas, con abundante vegetacion algal para el depésito y
sobrevivencia de los huevos y juveniles, con una mayor oferta alimentaria de
crustaceos, que son el item preferencial de juveniles, a diferencia de los adultos que
son mas piscivoros.

Es probable que la zona de aguas interiores, sea una gran area de desove y/o

crianza que es necesario investigar. El uso de las zonas de crianza protege a las crias
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de sus congéneres mas grandes u otras especies depredadoras, algo conocido entre
los elasmobranquios.

Las hembras pueden volver a las zonas de crianza a depositar sus huevos,
aunque tengan que viajar grandes distancias para encontrar una pareja adecuada o
para alimentarse, para lo cual es necesario continuar con la marcacion de individuos
(mediante spagueti, acustica o satelital), preferentemente de hembras gravidas de
aguas interiores y exteriores.

Nuestra recomendacidn es que se apliquen medidas administrativas diferentes
entre stock de aguas exteriores e interiores, seguido de un monitoreo genético
simultaneo y marcaje de hembras adultas o gravidas entre ambas areas en diferentes
épocas del afio.

Uno de los principales objetivos en cualquier disefio de muestreo para la
identificacion de stock es el de obtener muestras en las areas de puesta durante la

época de desove (Begg, 2005).
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7. CONCLUSIONES
e Se identificaron cinco localidades al interior de la unidad de pesquerias. Estas
localidades, se han agrupado en tres zonas:

o Zona centro (unidad de pesqueria correspondiente al drea maritima
comprendida entre el limite norte IV region y el limite sur VII regién),
en la localidad de San Antonio. Puerto de desembarque San Antonio (V
region).

o Zona sur (unidad de pesqueria correspondiente al &rea maritima
comprendida entre el limite sur VII regién y el paralelo 41° 28.6 'S),
cuya operacion se circunscribe alrededor de la ciudad de Valdivia.
Puerto de desembarque Niebla (XIV region)

o Zona Austral (unidad de pesqueria correspondiente al area maritima
comprendida entre el paralelo 41° 28.6 'S y el limite sur XII region), con
las localidades de Puerto Montt, Aisén y Punta Arenas. Puertos de ,

Chinquihue (X region), Aysén (XI region) y Punta Arenas (XII region).

e Para la revision sobre biologia, pesqueria y conservacion de rayas, se
encontraron 246 articulos para las especies Zearaja chilensis (n= 173) y
Dipturus trachyderma (n = 73).

e Se entregan nuevas diagnosis para ambas especies, relacionando forma,
tamafio del cuerpo, coloracion, denticulos dérmicos, denticién, componentes
esqueléticos, capsulas de huevos, distribuciéon, hdbitat, alimentacion,

reproduccion, edad, crecimiento, longevidad, pesquerias, genética, parasitos.
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En el uso de marcadores moleculares mitocondriales se obtuvieron fragmentos
en 408 especimenes de raya volantin y raya espinosa. La amplificacién fue
exitosa en todos los casos, con bandas observables entre los 500 y 1.000 pares
de bases (bp). El alineamiento final de cada regién mitocondrial incluy6
ademas 3 especies del género Raja y 7 especies de Dipturus disponibles en la
base de datos del GenBank. Para la region 16S, se observan dos clados, el
primero contiene exclusivamente a cuatro especies del genero Raja con una
identidad (porcentaje de bases idénticas) sobre 98,9%. El segundo clado,
agrupa indistintamente los géneros Dipturusy Zearaja con una identidad inter-
especifica entre 99,5% y 100%. Las regiones cox1 y nadh2 mostraron 96% y
95% de sitios idénticos. En ambos genes, se observa un clado dominante el que
incluye a los géneros Dipturus y Zearaja indistintamente. Sin embargo, con
estas dos regiones se pueden observar diferencias en el origen de la muestra a
nivel geografico, especificamente entre el Océano Pacifico y el Atlantico. Similar
a lo ocurrido con la region cox1, se observa en el gen nadh2. La agrupacion de
las secuencias obtenidas, refleja un clado separado, el que corresponderia a
secuencias provenientes del Océano Pacifico, aunque no entrega informacion
que permita diferencias indistintamente las especies de rayas. En el caso de la
regiéon control, las secuencias analizadas, presentan 98% de sitios idénticos y
logra diferenciar claramente a Z. chilensis de D. trachyderma, encontrando

patrones claros de especiacion.
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Para la identificaciéon de unidades poblacionales de ambas especies se describe:

a)

b)

El genoma mitocondrial completo de Zearaja chilensis con una longitud
total de 16.909 bp. Con 13 regiones codificantes de proteinas (PCG); 22
genes de tARN; 2 genes de rARNr y 2 zonas no codificantes (origen de
replicacién y region control). El mitogenoma presenta un sesgo A+T
(69.6%) como se ve en muchos otros peces marinos, y una composiciéon de
nucleétidos total de A, 37.7%, T, 31.9%, C, 18.8%, y G, 11.6%.

El genoma mitocondrial completo de Dipturus trachyderma con una
longitud total de 16.907 bp. Consta de 13 regiones codificantes de proteinas
(PCG), 22 genes de tARN, las subunidades 12Sy 16S del rARN y 2 zonas no
codificantes. El mitogenoma de D. trachyderma tiene un sesgo hacia T+A
(58.4%) similar a otros peces marinos, y las proporciones relativas (%) de

bases en el ADN de A, 29.7%, T, 28.7%, G, 14.7%, y C, 27.0%.

Para el desarrollo de marcadores mitocondriales, el analisis de secuencias en

Zearaja chilensis revel6 un total de 11 haplotipos con diez sitios polimérficos y

un indel de 1bp. De los 11 haplotipos, ocho son exclusivos de su localidad

muestral (Zch_CR_H 4, H_ 6, H 7 y H 9 en San Antonio; Zch_.CR_ H 5, H 8y H_11

en Valdivia y Zch_CR_H_10 en Puerto Montt). La red de haplotipos de la region

control del mtADN evidencia la ausencia de una estructura general entre todas

las localidades. Sin embargo, se puede observar una diferencia entre el

conjunto de localidades de aguas interiores (Aisén y Puerto Montt) y aguas

exteriores (San Antonio, Valdivia y Punta Arenas). Para Dipturus trachyderma
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un total de 137 secuencias parciales de la region de control (556bp) fueron
amplificadas con éxito. La composicion de nucledtidos de estas secuencias fue
la siguiente: citosina 21.3%, timina 35.6%, adenina 34.5% y guanina 8.6%. El
analisis posterior, revelé6 un total de nueve sitios polimérficos los que
definieron un total de 4 haplotipos. La red de haplotipos para la region control
del mtADN de D. trachyderma, mostr6 una falta general de estructura
poblacional, lo que se encuentra en directa relacion al predominio (90%) de un
haplotipo Dtr_CR_H_4 entre las localidades.

Para el desarrollo de marcadores microsatelites para Zearaja chilensis un total
de 154 individuos de cinco localidades fueron genotipados con nueve loci de
microsatélites. Todos los loci fueron polimérficos con diversidad alélica que
oscilé entre 4 (Zch_MS_10) y 13 alelos (Zch_MS_31). Para Dipturus trachyderma
un total de 95 individuos proveniente de cinco localidades fueron genotipados
con siete loci de microsatélites. Todos los loci fueron polimérficos con
diversidad alélica que oscila entre valores de 2 (Zch_MS_15, Zch_MS_06) y 6
(Zch_MS_31, Dtr_MS_08) alelos.

Para la caracterizacién y variacion morfométrica de ambas especies 43
medidas fueron analizadas. El analisis SIMPER evidencia las mediciones
morfométricas que contribuyen mayormente a la separacidon de especies. Las
variables que mds contribuyen hacia la separacién de especies fueron el conteo
de aguijones en la linea media (AM), el ancho del disco (2) y la distancia entre
el hocico y la cloaca (13). Hay un marcado dimorfismo sexual en Zearaja

chilensis, 1o que no se aprecia en Dipturus trachyderma. Las diferencias entre
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machos y hembras de Z chilensis incluye ademas la longitud del 16bulo
posterior de la aleta pélvica (30) entre las variables que aportan diferencias al
conjunto.

En la caracterizacién y variacién de la dieta y nivel trofico para ambas especies,
se obtuvieron 48 estoémagos; 29 de Zearaja chilensis y 19 de Dipturus
trachyderma. Se observo que el espectro trofico de la raya volantin se
conform6 principalmente de crustaceos y peces 6seos, y dentro de estos
principalmente el camaré6n nailon Heterocarpus reedi, y el pez Sebastes
oculatus. Se identificaron 33 presas en total, de las cuales el 51% de los
individuos corresponden a crustaceos, 45,5% a peces 6seos, y un 3 % a
equinodermos. En el caso de la raya espinosa, se observo preferentemente a
peces 6seos y crustaceos, de las cuales la presa con mayor preferencia fue el
camaron nailon Heterocarpus reedi, y en los peces fue Sebastes oculatus. Se
identificaron 58 presas en total, de las cuales el 70% de los individuos
correspondieron a crustaceos, 25% a peces 6seos y 1,8% a equinodermos.

Para la caracterizacion y variacion de la carga parasitaria de ambas especies, se
obtuvo 48 ejemplares revisados, de los cuales 9 presentaron parasitos (2 Z.
chilensis y 7 D. trachyderma). Se encontraron 25 parasitos en el estobmago de 5
rayas y 48 parasitos en la valvula espiral de 4 rayas, todos de la clase
Nematoda de los géneros Pseudoterranova, Anisakis y Raphidascaris.

En la caracterizaciéon de los patrones de historia de vida se determind

frecuencia de tallas y la proporcion sexual para ambas especies. Solo en
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individuos machos de Z. chilensis se pudo determinar talla de madurez. Tanto
la frecuencia de tallas como la talla de madurez aumentan con la latitud.

Para estimar el nimero de origenes (zonas de desove y/o crianza). Los
resultados del andlisis provenientes de STRUCTURE HARVESTER, indica una
mayor probabilidad cuando K = 5 en todas las localidades para Z. chilensis. La
probabilidad de que un individuos de Z. chilensis pertenezca a cualquiera de las
cinco localidades es idéntica en todos los casos (20%), lo que soporta la
ausencia de estructura poblacional inferida desde los loci de microsatélites. El
analisis de DAPC, considerando los nueve microsatélites, agrupa las localidades
bajo un solo cldster. A pesar de esto, se puede observar una ligera separacion
entre Aisén y Puerto Montt, y las restantes ubicaciones, las que se observan
sobrepuestas y sin limites discretos. En el caso de D. trachyderma, los
resultados de los analisis, indican que la mayor probabilidad de valores cuando
K = 3 para todas las localidades. Para esta especie, la probabilidad de que los
individuos pertenezcan a cualquiera de los cinco grupos es idéntico en todos
los casos (valores cercanos al 20%) lo que apoya la informacién sugerida por
los loci de microsatélites. El andlisis DAPC, basado en los siete loci de
microsatélites, agrupa las muestras provenientes de las cinco localidades bajo

un solo cluster sin diferenciacion o limites notorios.
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ANEXOS

1. Presentacion de autores por objetivo especifico

OBJETIVO ESPECIFICO 1: Realizar una revisién bibliogrdfica del estado del arte
referente a la identificacion de unidades evolutivas y demogrdficas en peces
cartilaginosos
- Dr. Jennifer Ovenden (UQ): Avances cientificos y tecnolégicos en la
determinacion genotipica de peces cartilaginosos
- Julio Lamilla (UACH): Avances cientificos y tecnoldgicos en la determinacion

demografica de peces cartilaginosos

OBJETIVO ESPECIFICO 2: Diseriar, aplicar y evaluar un plan de muestreo, temporal y
geogrdficamente adecuado para alcanzar los restantes objetivos del proyecto

- Julio Lamilla (UACH), Dr. Carlos Bustamante (UQ)

OBJETIVO ESPECIFICO 3: Identificar y caracterizar genéticamente la(s) principal(es)
unidad(es) evolutiva(s) de raya volantin y raya espinosa en la costa chilena
- Carolina Vargas-Caro (UQ), Dr. Michael B. Bennett (UQ): Una revisién sobre la
biologia, pesqueria y conservacion de las rayas Zearaja chilensis y Dipturus
trachyderma
- Carolina Vargas-Caro (UQ), Dr. Jennifer Ovenden (UQ): Uso de marcadores
moleculares mitocondriales para la identificacion de raya volantin Zearaja

chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma
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Carolina Vargas-Caro (UQ), Dr. Jennifer Ovenden (UQ): Identificacion de
unidades poblacionales de la raya volantin Zearaja chilensis y raya espinosa
Dipturus trachyderma en aguas chilenas, a través de microsatélites y ADN

mitocondrial

OBJETIVO ESPECIFICO 4: Identificar y caracterizar la(s) principal(es) unidad(es)

demogrdfica(s) de raya volantin y raya espinosa presentes en la costa chilena

Dr. Carlos Bustamante (UQ): Caracterizacion y variacién morfométrica en la
raya volantin Zearaja chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma, en aguas
chilenas

Tania Ponce (UACH): Caracterizacién y variacién de la dieta y nivel trofico de
Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma en aguas chilenas

Tania Ponce (UACH): Caracterizacion y variacién de la carga parasitaria de
Zearaja chilensis y Dipturus trachyderma en aguas chilenas

Astrid Isla (UACH): Caracterizacién y variacidn de la historia de vida de Zearaja

chilensis y Dipturus trachyderma en aguas chilenas

OBJETIVO ESPECIFICO 5: Estimar el nimero de origenes (zonas de desove y/o crianza) y

su contribucién relativa a cada unidad demogrdfica identificada y zona principal de

captura

Dr. Jennifer Ovenden (UQ), Dr. Carlos Bustamante (UQ), Carolina Vargas-Caro

(UQ): Identificacion de poblaciones natales
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- Julio Lamilla (UACH), Claudio Barria (UACH): Contribuciéon relativa a la

pesqueria
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ANEXOS

2. Conclusiones del Taller de Resultados del Proyecto FIP 2013-29

PTO.MONTT 19 DE ENERO 2016

LUGAR: CONSE]JO ZONAL DE PESCA REGION DE LOS LAGOS. HORA: DE 10 A 13
HORAS

En vista a la extensién del Informe y del publico participante, los resultados se

resumieron en dos presentaciones tituladas:

e Identificacion y caracterizacion de las principales unidades demograficas de
raya volantin y raya espinosa presentes en la costa chilena, correspondiente al

objetivo 4

e Uso de marcadores moleculares mitocondriales para la identificaciéon de raya
volantin Zearaja chilensis y raya espinosa Dipturus trachyderma y Estimacion
del nimero de origenes (zonas de desove y/o crianza) y su contribucidn
relativa a cada unidad demografica identificada y zona principal de captura,

corresponden a los objetivos 5y 6.

Posterior a ambas presentaciones, se ofrecid la palabra sobre estas, lo que gener6 un

abundante y constructivo debate, que dio lugar a las siguientes conclusiones:
e SERNAPESCA solicité capacitacidn en la identificacion de ambas especies de

rayas (chilensis y trachyderma) con fines de mejorar la fiscalizacion.

e El dirigente de Hualaihue manifesté que si se quiere evaluar la veda

reproductiva habia que considerar los sitios de desove, como el lugar llamado
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Piedra Azul, como un area reconocida por los pescadores como sitio con

presencia de huevos encapsulados enterrados en la época de verano.

La Dra. Maria Angela Barbieri compromete su apoyo en la evaluacién de estos
recursos en proyectos independientes de la pesqueria, de manera de evaluar
las zonas de mayor profundidad y la zona costera, donde la pesqueria no se

realiza.

Es necesario prospectar, independientemente de la pesqueria, el lugar donde
se encuentran las hembras maduras, tanto para Zearaja chilensis, como para D.

trachyderma.

Se concluyé que la mejor medida de manejo para este recurso es la protecciéon

de hembras ovigeras, las que deben ser liberadas, idealmente marcadas.

Se acordd, mediante un futuro proyecto, el uso en forma experimental de un
ecografo portatil, para evidenciar que la presencia de hembras con huevos
encapsulados en su interior y también madurez gonadal. El estudio a través de
técnicas no letales permitira estudiar las hembras y liberarlas con el menor

dafio posible, asegurando su potencial reproductivo.

El dirigente de Hualaihue se comprometio a invitar al Jefe de Proyecto y parte
del equipo a exponer los resultados de este proyecto en un ampliado de
pescadores de esa Federacién, para lo cual la Subsecretaria de Pesca ofrece su

apoyo y colaboracidn.

Se acordd solicitar al IFOP que en su programa de seguimiento, la obtencion de

trozos de tejido con un sacabocado de cada uno de los ejemplares
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desembarcados y su fijacion en alcohol absoluto con fines de tener una

genoteca que pueda analizarse posteriormente.

La Dra. Barbieri manifiesta su satisfaccion por los resultados del proyecto, que
si bien no son totalmente concluyentes, significan un gran avance en el estudio
genético poblacional de las rayas en estudio. Futuros proyectos en este tema
permitiran avanzar con una base sdélida y con metodologias probadas en este

estudio.

FOTOGRAFIAS TALLER DE RESULTADOS 2013-29
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Valdivia, 21 de enero 2016



