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Resumen ejecutivo

El jurel, Trachurus murphyi, es una especie que tiene importancia econémica en todo el
Océano Pacifico sur. Diferentes estudios se han enfocado en identificar estructura
poblacional, incluidos con datos genéticos. El objetivo general de este estudio fue
caracterizar la diversidad genética, conectividad y divergencia poblacional asi como
generar un genoma de para el Jurel. Especificamente, este estudio utilizé informacién
biolégica pesquera, datos genéticos, e informacion de condiciones ambientales (variables
bio-oceanograficas) donde habita el jurel a lo largo del Océano Pacifico sur.
Adicionalmente, se generd y ensamblé el genoma de referencia para la especie con la
finalidad de mapear variantes, asi como se propuso SNPs potenciales para incorporar en

un panel de SNPs para el monitoreo de la diversidad y divergencia genética de la especie.

Se implementd un disefio de muestreo espacial y temporal para la estimacién de la
diversidad y divergencia genética, que incluyé muestras desde 35 localidades, que incluyo
Peru, Nueva Zelanda y Chile. Todas las muestras colectadas fueron obtenidas desde la
flota pesquera industrial y artesanal. La informacién biolégico obtenida fue la longitud
horquilla (LH), peso total (PT), sexo y edad desde los otolitos sagita. Se procesoé un total
de 628 peces con una talla media 37,1 cm LH y un peso medio de 642 g. Se realizé un
analisis fenotipico donde se identificaron 14 hitos morfométricos en 455 individuos. El uso
de estos hitos permitié caracterizar los peces de las diferentes localidades, y detecté un
alto grado de mezcla entre estas. La comparacion de estos hitos con muestras obtenidas
en temporadas anteriores desde Nueva Zelandia muestra diferencia del resto de las

localidades. En términos de tamano, individuos de Nueva Zelandia tienen tallas medias

12



mayores que 45 cm, mientras que las demas menores que 40 cm LH, asi como una

mayor superposicion de rangos de tamafos.

Para analizar los datos genéticos, las localidades fueron organizadas en 16 areas y por
temporada de muestreo entre el afo 2007 al 2022. Especificamente, para el analisis
genético se utilizaron 376 individuos, los cuales fueron procesados mediante mediante la
tecnologia DarTseq ® de la empresa biotecnolégica Diversity Arrays Technology Pty Ltd,
de Australia. De las 376 muestras solo 354 pudieron ser secuenciadas, obteniendo un
total de 48,065 SNPs identificados por DarTseq ®. Previo a realizar los analisis genéticos
poblacionales se identifico y filtrd loci ligados al sexo (i.e., en cromosoma sexual), ya que

pueden sesgar los resultados obtenidos en analisis poblacionales.

Para la identificacion de loci ligados al sexo se utilizaron 19,809 loci desde 143 individuos
(i.e., 72 machos y 71 hembras). Un analisis de componentes principales revelé dos
grupos claramente diferenciados por sexos. El analisis para identificar el sistema de
determinacion sexual mostro genotipos heterocigéticos en hembras, mientras que
homocigoéticos en machos, informacion que soporta un sistema de determinacion sexual
ZZ/Z\W. Las lecturas de los loci asociados al sexo alineados con el genoma de referencia
de T. trachurus, estuvieron distribuidos en el cromosoma 13. Los loci presentes en el
cromosoma sexual fueron eliminados de la base de datos para realizar los posteriores

analisis.

Para los andlisis genético poblacionales, se identificaron 48,065 loci en 354 muestras
donde aplicamos diferentes filtros de calidad para eliminar loci e individuos (loci del
cromosoma sexual, loci con valores de reproducibilidad menor o igual a 0.99, loci con una
tasa de llamado por locus menor a 0.9, individuos que tuvieron una tasa de llamado por

individuos menor a 0.8, y loci monomorficos). La base de datos final de SNPs fue de
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12,072 loci en 332 individuos, la cual fue organizada, en una base de datos de loci
adaptativos (i.e., n=484 loci) y otra de loci neutrales (i.e., n=11,588 loci). Ambas bases de
datos, neutral y adaptativa fueron sometidas a los analisis de diversidad y divergencia
genética poblacional de jurel en el océano Pacifico Sur. Las estimaciones de diversidad
genética fueron similares entre si, con algunas pequefas diferencias. La heterocigosidad
observada, para SNPs neutrales, oscilé entre 0.0284 a 0.0339 (minimo en ChiA y ChiC;
maximo en Chil), mientras que para los SNPs adaptativos entre 0.0180 a 0.0510 (minimo
en Chil; maximo en Nwza). El nimero de alelos privados, para SNPs neutrales, oscilé
entre 0 a 659 (minimo en Nwza; maximo en ChiB), mientras que para los SNPs
adaptativos entre 0 a 450 (minimo en areas de Peru y Chile; maximo en NwzA). Las
estimaciones de divergencia genética poblacional de jurel en el océano Pacifico Sur,
mostraron patrones de agrupamiento contrastantes en datos neutrales y adaptativos
debido a las caracteristicas intrinsecas de cada una. Los valores del indice Fst por pares
de areas, para SNPs neutrales, mostraron valores bajos y valores significativos para las
areas del sur de Chile, Chil, Chid, y ChiK comparada con el resto de las areas testeadas.
NwzA mostré diferencias significativas solo con estas mismas tres areas del sur de Chile,
mas no con las demas areas de Chile y Peru. Los datos adaptativos también mostraron
valores bajos de diferenciacion poblacional, aunque mayores que los datos neutrales, al
menos 1 orden de magnitud mayor. Valores significativos fueron identificados
principalmente entre el area NwzA con el resto de las areas de Chile y Pert, exceptuando
las areas del sur de Chile; Chil, ChiJ, y ChiK. El analisis de discriminante de componentes
principales mostré diferencias contrastantes en los patrones de agrupamiento en los sets
de datos analizados. Los datos neutrales mostraron un patréon donde se identifican cuatro
agrupaciones de individuos, i) Pert, Chile (excepto tres areas del sur de Chile) y Nueva
Zelanda, ii) Chil, iii) ChiJ, y iv) ChiK. Los datos adaptativos mostraron un patrén donde se

identifican dos agrupaciones de individuos, i) Peru, Chile (incluyendo muestras oceanicas)
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y ii) Nueva Zelanda. El analisis bayesiano de agrupamiento genético, para los datos
neutrales, identificé un grupo genético mas probables (i.e. K=1), mientras que para los
datos adaptativos identificé dos grupos genéticos (i.e. K=2). Para este ultimo, se observo
diferencias en la proporcion de mezcla segun el modelo utilizado, donde utilizando un
modelo de mezcla la proporcion de esta varié entre un 4 — 15 %, mientras 0 % con un
modelo sin mezcla. En ambos modelos, los grupos genéticos identificados fueron: i) uno
que incorpora la totalidad de muestras del océano Pacifico sur oriental (areas de Chile y

Peru) y ii) otro grupo genético que incorpora sélo las muestras de Nueva Zelanda.

La relacién entre diversidad genética y variacion ambiental, fue obtenida y contrastada
correlacionando matrices de distancia de cuerda Dch (i.e., neutral y adaptativa y matrices
de distancia ambiental (distancia ambiental de Gower) mediante analisis de Mantel. Las
matrices de Dch para SNPs neutrales, mostraron valores bajos principalmente para el
area de Nueva Zelanda, mientras que valores altos principalmente para el sur de Chile
(i.e., Chil, Chid, y ChiK) en comparacion con el resto de las areas testeadas de Chile y
Peru. Contrariamente, los SNPs adaptativos mostraron valores bajos principalmente para
la mayoria de las areas entre Chile y Peru, exceptuando el sur de Chile; Chil, Chid, y
ChiK. Los valores mas altos se encontraron en el area de Nueva Zelanda. Para las
matrices de distancia ambiental, se analizaron las series de tiempo de las areas
muestreadas de jurel en el Pacifico sur, para las siguientes variables: temperatura
superficial del mar, clorofila superficial, anomalia del nivel medio del mar, energia cinética
de mesoescala y turbulencia inducida por el viento. La temperatura superficial del mar
mostré alta coherencia en las localidades analizadas, con correlaciones superiores a 0.8
en todas las combinaciones, destacando diferencias en el norte de Peru. Para la clorofila
superficial, Chiloé oceanico, Nueva Zelanda, Peru y Talcahuano oceanico presentaron

correlaciones negativas con otras regiones, posiblemente debido a diferencias en el ciclo
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anual de la clorofila en areas oceanicas en contraste con las zonas de surgencia costera.
Las anomalias del nivel medio del mar revelaron coherencia en su variabilidad entre las
regiones estudiadas. Las areas costeras de Peru y Chile destacaron con correlaciones
mayores a 0,7, a diferencia de las regiones oceanicas del sur de Chile y Nueva Zelanda,
donde las correlaciones fueron menores al 0,5. La energia cinética de mesoescala no
mostrd correlacion entre las localidades estudiadas, evidenciando que esta variable tiene
niveles de variabilidad local que exceden la escala regional. La turbulencia inducida por el
viento mostré una diversidad en los niveles de correlacion espacio-temporal. Nueva
Zelanda se destacd al mostrar una variabilidad no correlacionada con las demas
localidades, y las localidades al norte de Peru tuvieron correlaciones negativas con Chile
central y sur, indicando oscilaciones regionales. El andlisis de Mantel para los SNPs
neutrales reveld que la anomalia del nivel del mar no mostro relaciones significativas con
la distancia genética (r= -0.21; p=0.894), al igual que la temperatura superficial del mar (r=
0.18; p=0.140), la clorofila-a (r= 0.18; p=0.057), la turbulencia inducida por el viento (r=
0.11; p=0.099) y la EKE (r= -0.02; p=0.590). Los SNPs adaptativos revelaron relaciones
positivas y significativas con la anomalia del nivel del mar (r= 0.84; p=0.01), la clorofila-a
(r=0.29; p=0.009), la turbulencia inducida por el viento (r= 0.60; p=0.01) y la EKE (r= 0.73;

p=0.008), exceptuando la temperatura superficial del mar (r= 0.19; p=0.135).

La propuesta de loci candidatos que puedan ser parte de un panel de SNPs para el jurel,
se analizé la base de datos de 12,072 loci (484 loci adaptativos y 11,588 loci neutrales).
La seleccion de loci debieron cumplir de los siguientes criterios: (1) loci que identifiquen a
cada individuo en un analisis multilocus; (2) loci que permitan monitorear la diversidad y
divergencia genética, neutral y adaptativa, evidenciada; (3) loci permitan sexar
genéticamente al individuo; (4) loci que permitan disenar partidores (no presentes en

regiones flanqueantes). Los loci que cumplieron estos criterios y que deberian ser
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validados para el diseno del panel, fueron 5388 loci, 5177 loci neutrales y 211 loci

adaptativos.

El genoma de referencia del jurel, fue secuenciado desde un unico ejemplar macho,
proveniente del Golfo de Arauco, Chile (invierno de 2022). Se utilizd diferentes
tecnologias de secuenciacion, incluyendo Illlumina, PacBio HiFi CCS y Omni-C utilizando
el servicio provisto por Dovetail/CantataBio) extraccién de ADN gendmico, preparacion de
librerias de secuenciaciéon y ensamble del genoma). Se llevé a cabo un ensamble
preliminar utilizando secuencias PacBio CCS, seguido de un ensamble a nivel
cromosomico con los datos de secuenciacion Omni-C. Como resultado, se obtuvo un
tamafo gendémico de 818 Mb (0.818 Gb) con una alta continuidad. Esto permitié identificar
23 pseudo cromosomas. En este genoma se observa la presencia de genes ultra-
conservados presentes en 70 especies de eucariontes, asi como un gran porcentaje de
elementos repetidos (24.15% = 197 Mb) del ensamble total. Estos elementos repetidos
corresponden principalmente a transposones de ADN (8.89%), retrotranposones (8.34%),
y repeticiones simples (5.58%). Dentro de los elementos repetidos, es importante también
destacar la presencia de elementos LTRs (4.80%), LINEs (3.41%), Gypsy/DIRS1 (2.61%),

hobo-Activator (2.47%), y Tc1-1S630-Pogo (2.14%).

Los resultados obtenidos en este proyecto soportan previos estudios basados en
marcadores neutrales y dan cuenta de diferencias a nivel adaptativo. Ademas, la
identificacion de un cromosoma sexual, la generacion de un genoma de referencia y la
propuesta de loci candidatos para ser incluidos en un panel de SNPs nos permitira
describir y monitorear a la especie con fines de manejo y conservacion de Trachurus

murphyi.
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Executive Summary

The jack mackerel, Trachurus murphyi, is a species of economic importance throughout
the entire South Pacific Ocean. Several studies have focused on identifying population
structure, including using genetic data. The overall objective of this study was to
characterize genetic diversity, connectivity, and population divergence, as well as to
generate a genome for the jack mackerel. Specifically, this study utilized fisheries
biological information, genetic data, and information on environmental conditions (bio-
oceanographic variables) in the habitats of the jack mackerel across the South Pacific
Ocean. Additionally, a reference genome for the species was generated and assembled
for the purpose of mapping variants, and potential SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) were proposed for incorporation into an SNP panel for monitoring the

diversity and genetic divergence of the species.

A spatial and temporal sampling design was implemented to estimate genetic diversity and
divergence, which included samples from 35 locations, including Peru, New Zealand, and
Chile. All collected samples were obtained from both industrial and artisanal fishing fleets.
Biological information collected included fork length (FL), total weight (TW), sex, and age
estimated from sagittal otoliths. A total of 628 fish were processed, with an average length
of 37.1 cm and an average weight of 642 g. A phenotypic analysis was conducted, which
identified 14 morphometric landmarks in 455 individuals. The use of these landmarks
allowed for the characterization of fish from different locations and detected a high degree
of mixing among them. Comparing these landmarks with samples obtained in previous
seasons from New Zealand showed differences from the rest of the locations. In terms of
size, individuals from New Zealand have larger average sizes, exceeding 45 cm, while the

others are smaller, with less than 40 cm FL, and with a greater overlap in size ranges.
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To analyze the genetic data, the locations were organized into 16 areas, and data was
sorted by sampling season between the years 2007 to 2022. Specifically, for the genetic
analysis, 376 individuals were used, and they were processed using DarTseq® technology
from the biotechnology company Diversity Arrays Technology Pty Ltd, Australia. Out of the
376 samples, only 354 could be sequenced, resulting in a total of 48,065 SNPs identified
by DarTseq®. Prior to conducting population genetic analyses, loci linked to sex (i.e., on
the sex chromosome) were identified and filtered, as they can bias the results obtained in

population analyses.

For the population genetic analyses, 48,065 loci were identified in 354 samples, applying
various quality filters to eliminate loci and individuals (sex-linked loci, loci with
reproducibility values less than or equal to 0.99, loci with a locus calling rate less than 0.9,
individuals with an individual calling rate less than 0.8, and monomorphic loci). The final
SNP database consisted of 12,072 loci in 332 individuals, which were organized into a
database of adaptive loci (i.e., n=484) and another of neutral loci (i.e., n=11,588). Both the
neutral and adaptive databases underwent analyses of population genetic diversity and
divergence of jack mackerel in the South Pacific Ocean. Genetic diversity estimates were
similar to each other, with some small differences. Observed heterozygosity for neutral
SNPs ranged from 0.0284 to 0.0339 (minimum in ChiA and ChiC, maximum in Chil), while
for adaptive SNPs, it ranged from 0.0180 to 0.0510 (minimum in Chil, maximum in Nwza).
The number of private alleles for neutral SNPs ranged from 0 to 659 (minimum in Nwza,
maximum in ChiB), while for adaptive SNPs, it ranged from 0 to 450 (minimum in areas of
Peru and Chile, maximum in NwzA). The estimates of population genetic divergence of
jack mackerel in the South Pacific Ocean showed contrasting grouping patterns in neutral
and adaptive data due to their intrinsic characteristics. Pairwise FST values for neutral

SNPs showed low values and were significant for the southern Chilean areas (Chil, Chid,
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and ChiK) compared to the rest of the tested areas. NwzA showed significant differences
only with these same three southern Chilean areas, not with the other areas in Chile and
Peru. Adaptive data also showed low levels of population differentiation, although greater
than neutral data, at least one order of magnitude higher. Significant values were primarily
identified between the NwzA area and the other areas in Chile and Peru, except for the
southern Chilean areas; Chil, ChiJ, and ChiK. The principal component discriminant
analysis showed contrasting grouping patterns in the analyzed datasets. Neutral data
displayed a pattern where four groups of individuals were identified: i) Peru, Chile (except
three southern Chilean areas), and New Zealand, ii) Chil, iii) ChiJ, and iv) ChiK. Adaptive
data exhibited a pattern where two groups of individuals were identified: i) Peru, Chile
(including oceanic samples) and ii) New Zealand. The Bayesian analysis of genetic
clustering for neutral data identified a most probable genetic group (i.e., K=1), whereas for
adaptive data, it identified two genetic groups (i.e., K=2). For the latter, differences were
observed in the mixture proportion depending on the model used. Using a mixture model,
the mixture proportion varied between 4-15%, while it was 0% with a non-mixture model.
In both models, the genetic groups identified were: i) one that incorporates all samples
from the eastern South Pacific Ocean (areas of Chile and Peru) and ii) another genetic

group that includes only the samples from New Zealand.

The relationship between genetic diversity and environmental variation was obtained and
contrasted by correlating matrices of chord distance (Dch) (i.e., neutral and adaptive) and
environmental distance matrices (Gower environmental distance) through Mantel analysis.
The Dch matrices for neutral SNPs showed low values primarily for the New Zealand area,
while high values were mainly observed in southern Chile (i.e., Chil, ChiJ, and ChiK) in
comparison to the rest of the tested areas in Chile and Peru. In contrast, adaptive SNPs

showed low values mainly for most areas between Chile and Peru, except for southern

20



Chile; Chil, Chid, and ChiK. The highest values were found in the New Zealand area. For
the environmental distance matrices, time series of sampled areas for jack mackerel in the
South Pacific were analyzed for the following variables: sea surface temperature, surface
chlorophyll, mean sea level anomaly, mesoscale kinetic energy, and wind-induced
turbulence. Sea surface temperature showed high coherence in the analyzed locations,
with correlations exceeding 0.8 in all combinations, highlighting differences in northern
Peru. For surface chlorophyll, oceanic Chiloé, New Zealand, Peru, and oceanic
Talcahuano exhibited negative correlations with other regions, possibly due to differences
in the annual cycle of chlorophyll in oceanic areas as opposed to coastal upwelling zones.
Mean sea level anomalies revealed coherence in variability among the studied regions.
Coastal areas of Peru and Chile stood out with correlations exceeding 0.7, unlike the
oceanic regions in southern Chile and New Zealand, where correlations were below 0.5.
Mesoscale kinetic energy showed no correlation among the studied locations, indicating
that this variable has local variability levels that exceed the regional scale. Wind-induced
turbulence exhibited diverse space-time correlation levels. New Zealand stood out by
displaying variability uncorrelated with other locations, and locations north of Peru had
negative correlations with central and southern Chile, indicating regional oscillations. The
Mantel analysis for neutral SNPs revealed that mean sea level anomaly did not show
significant relationships with genetic distance (r= -0.21; p=0.894), as did sea surface
temperature (r= 0.18; p=0.140), chlorophyll-a (r= 0.18; p=0.057), wind-induced turbulence
(r= 0.11; p=0.099), and EKE (r= -0.02; p=0.590). Adaptive SNPs showed positive and
significant relationships with mean sea level anomaly (r= 0.84; p=0.01), chlorophyll-a (r=
0.29; p=0.009), wind-induced turbulence (r= 0.60; p=0.01), and EKE (r= 0.73; p=0.008),

except for sea surface temperature (r= 0.19; p=0.135).
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To propose candidate loci that can be part of an SNP panel for jack mackerel, the
database of 12,072 loci (484 adaptive loci and 11,588 neutral loci) was analyzed. The
selection of loci had to meet the following criteria: (1) loci that identify each individual in a
multilocus analysis; (2) loci that allow monitoring of genetic diversity and divergence, both
neutral and adaptive; (3) loci that enable genetic sex determination of the individual; (4)
loci that allow for primer design (not present in flanking regions). The loci that met these
criteria and should be validated for panel design amounted to 5,388 loci, with 5,177 being

neutral loci and 211 being adaptive loci.

The reference genome of the jack mackerel was sequenced from a single male specimen
collected from the Gulf of Arauco, Chile (winter 2022). Various sequencing technologies
were used, including lllumina, PacBio HiFi CCS, and Omni-C, using the services provided
by Dovetail/CantataBio, including genomic DNA extraction, library preparation, and
genome assembly. A preliminary assembly was carried out using PacBio CCS sequences,
followed by a chromosomal-level assembly with Omni-C sequencing data. As a result, a
genome size of 818 Mb (0.818 Gb) with high continuity was obtained. This allowed for the
identification of 23 pseudo-chromosomes. In this genome, ultra-conserved genes present
in 70 species of eukaryotes were observed, along with a significant percentage of
repetitive elements (24.15% = 197 Mb) of the total assembly. These repetitive elements
primarily correspond to DNA transposons (8.89%), retrotransposons (8.34%), and simple
repeats (5.58%). Among the repetitive elements, it is also important to highlight the
presence of LTRs (4.80%), LINEs (3.41%), Gypsy/DIRS1 (2.61%), hobo-Activator

(2.47%), and Tc1-1S630-Pogo (2.14%).

The results obtained in this project support previous studies based on neutral markers and
provide insights into adaptive differences. Additionally, the identification of a sex

chromosome, the generation of a reference genome, and the proposal of candidate loci to
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be included in an SNP panel will enable us to describe and monitor the species for the

purposes of management and conservation of Trachurus murphyi.
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Antecedentes

Justificacion del llamado

El jurel (Trachurus murphyi) es una especie que presenta una amplia distribucion en el
Pacifico Sur (PS) y ha sido uno de los recursos pelagicos mas importantes de la actividad
comercial en Chile, focalizandose su extraccién en tres areas de pesca: zona norte
(18°21" - 24°00° SE), zona Caldera-Coquimbo (24°00°- 32°00°S) y zona centro-sur
(32°00°- 43°30°S).

En esta ultima area, pero fuera de la Zona Econdmica Exclusiva (ZEE), el jurel también ha
sido explotado por flotas extranjeras. Ademas, Peru y Ecuador igualmente capturan esta
especie dentro de sus respectivas ZEE.

La gestion del jurel en el Pacifico Sur, se realiza en el contexto de la Organizacion
Regional de Pesca del Pacifico Sur (OROP-PS), organizacion intergubernamental cuya
formacion se inicid en el afo 2006 con un proceso de consulta entre los Estados
riverefos. De este modo, el Comité Cientifico de dicha organizacion, realiza anualmente
la evaluacion y determinacion del estado de explotacion del stock, asi como también, la
consecuente recomendacion cientifica respecto al valor maximo de Captura
Biolégicamente Aceptable (CBA); considerando inicialmente para estos efectos los
resultados obtenidos por Gerlotto (2012) quien evaludé la estructura poblacional
comparando las hipétesis propuestas para esta especie hasta la fecha, y sugirié en
sintesis, la presencia de un stock uUnico para todo el PS. Dicha asesoria, pasa
posteriormente como insumo a una comisién de manejo para la recomendacion final.
Chile en consecuencia, realiza el manejo pesquero del jurel en su ZEE con apego al
enfoque precautorio y al principio de compatibilidad, tanto respecto a la asesoria

cientifica, como también, a la recomendacién de manejo de la OROP-PS.
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El desarrollo de tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento, han permitido disponer
de nuevos marcadores moleculares de mayor cobertura en el genoma de interés, sin la
necesidad del conocimiento previo de éste. Estos son los marcadores moleculares SNPs,
llamados asi por su acréonimo en inglés Single Nucleotide Polimorphisms. Los SNPs son
marcadores moleculares que evidencian mutaciones puntuales, muy utilizados en
estudios microevolutivos, definiéndose como un cambio Unico de una base en una
secuencia de ADN con una alternativa usual de dos nucleétidos posibles en una posicidon
dada. Estos pueden utilizarse para diversas aplicaciones tales como la construccion de
mapas genéticos, asociacion con fenotipos, analisis de estructura genética en
poblaciones, analisis filogenéticos, etc. Una ventaja importante de los SNPs es su
abundancia y cobertura en el genoma, ya que se pueden identificar miles o millones de
estos polimorfismos para ser analizados por cada individuo en estudio. Ademas, este
marcador molecular posee bajas tasas de error y de mutacién, mayor automatizacion en
el proceso de toma de muestra (Helyar et al., 2011) y, permiten la caracterizacion de loci
afectados por procesos de divergencia adaptativa a una mayor escala que otros
marcadores moleculares (Everett et al., 2011). Llegando a proponerse genes candidatos
para adaptaciones a condicionales ambientales especificas.

En T. trachurus (horse mackerel) se ha desarrollado a nivel mundial solo un estudio con
SNPs, realizado en aguas del Atlantico, incluyendo 700 muestras desde aguas de Arica
hasta Irlanda. Utilizando mas de 12,8 millones de SNPs bialélicos polimorficos,
evidenciaron diferencias genéticas significativas, con un quiebre importante en agua de
Portugal (Fuentes-Pardo et al., 2020). El uso de marcadores moleculares tipo SNP en T.
murphyi en agua del PS no han sido publicados, su uso seria un gran avance en temas de
diferenciacién poblacional, informacion relevante en temas de manejo y administracion
pesquera. En consecuencia, es relevante que en la ejecucion del presente proyecto, se

utilice las mayores capacidades cientifico-técnicas, recursos humanos y de infra-
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estructura actualmente disponibles en las principales instituciones (publico y/o privadas)

del pais vinculadas con la asesoria cientifica para el manejo de pesquerias nacionales.

Antecedentes biolégicos y pesqueros de Trachurus murphyi

Antecedentes bioldgicos de Trachurus murphyi, el jurel

El jurel Trachurus murphyi (Nichols, 1920), como la mayoria de las especies del género
Trachurus, se caracteriza por una distribucion amplia en areas tropicales y subtropicales
de los océanos. Morfolégicamente, el jurel tiene caracteristicas anatémicas muy similares
al holotipo Trachurus trachurus (Gerlotto et al., 2012). Estas especies se caracterizan por
una esperanza de vida media-alta alcanzando en promedio entre 15 y 30 afios de edad
(www.fishbase.org). La madurez sexual es alcanzada a los 20-30 cm de longitud corporal
equivalente a 2-4 afos de edad (Abramov & Kotlyar, 1980; Adrianov, 1985; Nekrasov,
1994; Leal et al.,, 2013; Perea et al.,, 2013), existiendo antecedentes de madurez mas
temprana en machos que en hembras (Adrianov, 1985; Leal et al., 2013) lo que se ha
asociado a diferencias en el costo energético entre la reproduccion y crecimiento entre
sexos. El jurel es un desovante parcial asincrénico (Leal et al., 2013) con frecuencia de
desove media de 7 dias (Sepulveda et al., 2005) y fecundidad parcial de >50.000 ovocitos
(Perea et al., 2013). El desove de jurel es pelagico (Santander & De Castillo, 1983) con
tiempos desarrollos que van entre 3 y 8 dias dependiendo de la temperatura del medio,
los cuales generan larvas de desarrollo lento con una duracién larval pelagica media en
torno a los 90 dias (Santander & Flores, 1983). Las especies de este género manifiestan
migraciones verticales diurno-nocturno, pudiendo ser observadas en capas profundas
durante el dia (hasta 150-300 m; Hancock et al., 1995; Bertrand et al., 2004) dependiendo
de la profundidad del fondo, aunque también se sugiere que la profundidad de la oxiclina

limita su extension vertical (Bertrand et al., 2004). La alimentacién de las especies de este
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género es mayoritariamente compuesta de crustaceos, micronecton, larvas de peces y

pequenos cefalopodos (Gerlotto et al., 2012).

Antecedentes pesqueros de Trachurus murphyi, y su estructura poblacional

en el Pacifico suroriental

El jurel, Trachurus murphyi, es una especie pelagica de amplia distribucién en el Pacifico
Suroriental y su pesqueria se desarrolla principalmente frente a Perd y Chile;
incluyéndose, en esta ultima area a la fraccidon oceanica que se distribuye frente a las
costas de la zona centro-sur de Chile y sobre la cual operé con éxito la flota de arrastre de
media agua de la ex Unién Soviética entre los afios 1978 y 1991 (Serra 1991, Gretchina et
al.,, 1998). En esta misma region, luego de diez afios de ausencia de operaciones
pesqueras, a partir del afio 2000 ha comenzado nuevamente la explotacion del recurso
jurel por una flota internacional compuesta por embarcaciones de origen asiatico (China,
Corea), de la Comunidad Europea, del Perl, Rusia y de banderas de conveniencia
(Belize, Islas Faroe, Vanuatu), las cuales en conjunto alcanzaron capturas maximas por
temporada de pesca durante los afos 2007-2008, superiores a las 400 mil toneladas
(SWG-03, SPRFMO, 2012). Desde el afio 2002 y hasta el afio 2011, incluyendo la
fraccidon oceanica fuera de la ZEE de Chile, el recurso jurel incrementé significativamente
su importancia también en las capturas totales anuales de la flota industrial nacional de
cerco, con porcentajes de mas de un 40% (incluso de un 60%) de la cuota global para
algunos anos. Sin embargo, luego de este marcado aporte de la fracciéon oceanica en las
capturas globales del recurso y que ha permitido a éstas mantenerse entre los afios 2002-
2007 en un nivel entre 1,7 y 2,0 millones de toneladas anuales, desde el ano 2008 se
produce una declinacion progresiva de las capturas totales, tanto en las regiones

oceanicas como costeras, disminuyendo a 727 mil toneladas en 2010, 606 mil toneladas
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en 2011 y 417 mil toneladas en 2012, cifras provistas por la Secretaria interina de la
Organizacién Regional del Pacifico Sur al grupo de trabajo cientifico de esta organizacion
(SWG-03, SPRFMO, 2012). Esta caida de las capturas de todas las flotas continua en el
afno 2013. Las cifras preliminares para 2013 indican que éstas practicamente no superan

una barrera de 300 mil toneladas.

Mas adelante estas capturas van en aumento, asi, para el afio 2021, el limite de captura
del jurel en todo el Pacifico Sur fue establecido en 782 mil toneladas, 15% mas que en

2020.

Antecedentes pesqueros de Trachurus murphyi, y su estructura poblacional

en las costas chilenas

A lo largo de las costas chilenas se identifican las siguientes unidades de pesquerias: a)
Zona Norte (18° — 24°S), b) Caldera (27°S) - Coquimbo (30°S); y ¢) Zona Centro-Sur (32°
— 42°S), incluyendo el sector oceanico fuera de la ZEE. Estas pesquerias lograron una
captura maxima de 4,4 millones de toneladas en 1995. En 1997-1998, la pesqueria de
jurel entra en crisis debido a la alta incidencia de jurel juvenil menor a la talla minima legal
de 26 cm de longitud horquilla en la zona centro-sur, que coincide con el desarrollo en el
Pacifico Ecuatorial de un evento extremo El Nifio y que se sugiere coincidente con el
término de un régimen climatico calido y el inicio de un régimen climatico frio en el
Pacifico Suroriental (SWG-11-8a, SPRFMO, 2012). A contar del 2001 comienza un
periodo de ordenamiento de la pesqueria con la entrada en vigencia de la Ley de
Capturas Maximas por Armador. En el periodo 2002-2006 los desembarques de jurel en
la zona centro-sur bordearon en promedio los 1,2 millones de toneladas anuales,
verificandose un incremento de su talla media de 26 cm de LH en el afio 2002 a 32 cm de
LH en el ano 2006. El afio 2007 si bien se mantuvo la magnitud del desembarque, la flota
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no logré capturar la totalidad de la cuota asignada, quedando un remante superior a
doscientas mil toneladas, producto principalmente de la baja disponibilidad del recurso en
las areas historicas (proximas a las costas) de pesca. Desde el ano 2008, a pesar de
inclusién activa de las zonas oceanicas a la pesqueria, como fue ya indicado, la tendencia
de quedarse con un remanente no capturado de la cuota asignada se mantiene, como se
mantiene también una tendencia progresiva hacia la disminucion de las capturas anuales
totales en la zona centro-sur: desde 1,13 millones toneladas en 2007 hasta 195 mil
toneladas en 2010 (SWG-03, SPRFMO, 2012); para estabilizarse en un nivel de 210 mil
toneladas en 2012-2013, nivel de cuota regulada por la Subsecretaria de Pesca y en

atencion a las recomendaciones de la Organizacion Regional del Pacifico Sur (ORP-PS).

El jurel, es un pez pelagico de tamano medio, que posee una amplia distribucién en el
océano Pacifico suroriental, habitando desde las costas de Chile y Peru hasta mas alla de
las 1000 millas frente a Chile centro-sur. Una fraccién de este stock alcanza las aguas de
Nueva Zelanda y Tasmania (Cardenas et al., 2009). De acuerdo a antecedentes biolégico-
pesqueros, T. murphyi muestra un fuerte patron migratorio relacionado a procesos de
alimentacion y reproduccion, con una migraciéon hacia la zona ocedanica durante primavera
en donde se desarrolla el desove, y una migracion hacia la costa durante la época otofial
relacionada con una mayor disponibilidad de alimento en el sector costero (Quifiones et
al. 1997, Arcos et al., 2001, Cubillos et al., 2008). De acuerdo a lo reportado a la fecha, la
estructura poblacional del jurel incluye tres habitats diferentes: i) un area de crianza
situada en el sur de Peru y norte de Chile, ii) un area de alimentacion ubicada en la zona
centro-sur de Chile, en donde ocurre el reclutamiento (individuos de 2-3 afios de edad) y
finalmente, iii) una extensa area de desove situada en la zona oceanica frente a Chile en
donde se lleva a cabo la reproduccién durante la primavera (Arcos et al., 2001). Dicha

zona de desove es recurrente a través de los afos y muestra una alta actividad
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reproductiva desde octubre a diciembre, con un maximo en noviembre. En este periodo el
jurel, bajo condiciones de alta fecundidad, se dispersa hacia una vasta area en aguas
oceanicas, sin formar cardimenes o agregaciones comerciales (Konchina et al., 1996;

Barbieri et al., 1999; Cubillos et al., 2008). Incluir antecedentes sobre el desove en Peru

La oceanografia del area en que se desarrolla la poblacion de jurel se caracteriza por
presentar un gradiente costa océano asociado al alto nivel productivo del sector costero,
como parte del sistema de surgencia de Peru-Chile. En la zona norte y central de Chile,
vientos hacia el ecuador se registran de manera persistente alcanzando su maximo en la
zona central durante primavera-verano influenciados por la presencia del anticiclon
subtropical (Strub et al., 1995; Shaffer et al., 1999). En el sector costero, la direccion,
intensidad y rotor del viento produce una dinamica de surgencia (~100 km) que se refleja
en marcados gradientes de temperatura superficial del mar durante el verano (Yanez et
al., 1994) y que redunda en altos niveles de productividad biolégica que sustenta, entre
otras, importantes poblaciones de peces pelagicos. Por otra parte, existe una fuerte
variabilidad de mesoescala en la region donde interactuan aguas costeras y oceanicas.
Esta region esta asociada a altos niveles de actividad cinética, lo que genera una zona de
transicion costera altamente dinamica (Hormazabal et al., 2004). Dicha zona promueve el
intercambio de propiedades desde el sector costero al oceanico, extendiendo las areas de
produccién costa afuera, por ejemplo, aumentando los niveles de produccion de clorofila
oceanica (Correa-Ramirez et al.,, 2007) o extendiendo el area de distribucion de
copépodos hacia el océano (Morales et al., 2010). Entre las estructuras que promueven el
intercambio entre el sector oceanico y el costero, destaca la presencia de remolinos de
mesoescala y corrientes de meandros producto de una elevada energia cinética que
caracteriza a la zona de transicion costera frente a las costas de Chile centro-sur (Leth &

Shaffer, 2001; Hormazabal et al., 2004; Chaigneau & Pizarro, 2005) y que podrian
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interactuar directamente con los estados tempranos de desarrollo de jurel e influenciar a
los procesos de conectividad y sobrevivencia de estadios tempranos (Vasquez et al.,

2013).

La poblacién de jurel como objeto de estudio mediante modelacién espacial,

acoplando con informacién genémica

Durante las ultimas décadas, la poblacién del jurel ha disminuido en su tamafo
poblacional, influenciando su estructura espacial (Zhu et al., 2014; Gretchina et al., 2015).
Varios factores pueden ser atribuidos como causantes de estas variaciones,
particularmente la sobrepesca. Sin embargo, estudios paleoceanograficos (Salvatecci,
2013) han demostrado que los niveles de biomasa han evidenciado fluctuaciones con
anterioridad al comienzo de la pesqueria comercial, sugiriendo que el ambiente es un
factor clave en la modulacidon de los patrones poblacionales del jurel (Bertrand et al.,
2016). En este contexto la OROP-PS, tiene dentro de sus objetivos el manejo de la
poblacion de jurel y el establecimiento de niveles de capturas globales para el Pacifico
sur, los cuales estan estrechamente ligados al modelo conceptual de la dinamica
poblacional de la especie, incluyendo la estructura poblacional. Considerando como
hipétesis inicial que la poblacidon del jurel es sensible a los cambios del medio ambiente, el
entendimiento de estas relaciones puede entregar sefales importantes respecto a la
dinamica espacio-temporal de la especie y finalmente a la estructura de la poblacién. En
este contexto, en el marco de la OROP-PS han sido propuestas varias hipétesis respecto
a la estructura poblacional del jurel en el Pacifico sur, variando desde una poblacion unica
a varias poblaciones discretas (Gerlotto et al., 2010). En este contexto, es aun una
tematica controversial y no resuelta, aunque las hipdtesis mas plausibles han sido

resumidas a la de meta-poblacion pelagica (Gerlotto et al., 2012; Hintzen et al., 2014) y a
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la de poblacion unica (Gretchina et al., 2015; Vasquez et al., 2017). La continuidad de
habitat del jurel a lo largo de su area de distribucion podria favorecer la ocurrencia de una
poblacion unica, mientras que la presencia de discontinuidades ambientales o barreras
fisicas o de productividad biolégica podrian propiciar la formacion de multiples

poblaciones discretas (Bertrand et al., 2016).

Entendiendo que la estructura poblacional de una especie no solo responde a escalas
ecologicas, el estudio de los patrones de la diversidad y divergencias genéticas,
integrando la escala evolutiva, viene a dar mayor soporte y entendimiento a los modelos
biofisicos espaciales. Asi lo han demostrado varios estudios (Galindo et al., 2006; Foster
et al., 2012; Horoiwa et al., 2021; Benestan et al., 2021), donde acoplando o integrando
informacién gendmica a los modelos biofisicos, la prediccion de la estructura poblacional,

mezcla y conectividad son mejoradas.

Es asi que como resultado de la presente propuesta técnica se propone integrar la
informacién gendémica generada de los SNPs de jurel en el Pacifico Sur Oriental, a los
modelos biofisicos que viene desarrollando INPESCA para el mismo dominio espacial de
estudio. Esta es la mejor formar para obtener el modelo conceptual respecto a los
patrones de divergencia genética y los procesos de conectividad evidenciados en el jurel,
Trachurus murphyi en aguas del Pacifico Sur, y ser discutido en el contexto de la OROP-

PS.

Antecedentes genéticos de Trachurus murphyi

La adecuada identificacion de unidades poblacionales es de gran importancia en todo
ejercicio de evaluacién de recursos pesqueros, asi como para la estimacioén, formulacion y

aplicacion de limites maximos de captura y otras medidas de ordenacion pesquera.
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En Chile el recurso jurel Trachurus murphyi, dada su importancia comercial a nivel
nacional como internacional, ha sido objeto de varios estudios que han tenido como
proposito determinar si en su distribucion esta especie presenta estructuracion genética
poblacional. En cuanto a los antecedentes genéticos de la especie se ha indicado que
debido a su conducta migratoria no se ha podido detectar diferencias genéticas en su
distribucion geografica, esto basado en diferentes marcadores genéticos utilizados. De
esta manera los antecedentes que encontramos son: Galleguillos y Torres (1988)
analizando muestras de jurel provenientes desde Chiloé, Talcahuano, Juan Fernandez,
Iquique, Pert y muestras oceanicas (39°24’S; 76°45'W) y utilizando loci enzimaticos
polimérficos no se detectan diferencias significativas entre ellas. Posteriormente,
utilizando nuevamente loci enzimaticos (Arancibia et al. 1996) para muestras provenientes
de Chile no se observan diferencias significativas, corroborando los resultados obtenidos
en el estudio previo con loci enzimaticos. Posteriormente y utilizando un marcador
molecular que presenta una mayor cantidad de polimorfismo como lo es la técnica PCR
RFLP se digirié en fragmento correspondiente al ITS2 (Internal Transcribed Spacer) con la
enzima Mspl. En este estudio por primera vez se incorporaron muestras del océano
Pacifico sur occidental (Nueva Zelandia y Australia). El estudio nuevamente no detecta
diferencias genéticas significativas entre las muestras analizadas, observandose patrones
de homogeneidad genética en el area de estudio para este marcador genético (Sepulveda
et al. 1996). Posteriormente, con la finalidad de utilizar una herramienta molecular que
pudiese tener mayor informacién, Cardenas et al. (2009) mediante ADN mitocondrial
(region control) y nuclear (loci microsatélites heterdlogos) ponen a prueba la hipétesis de
homogeneidad genética en muestras provenientes del océano Pacifico sur oriental y
océano Pacifico sur occidental. Los resultados encontrados dieron cuenta de un
fragmento del ADN mitocondrial con muy baja variabilidad (en comparacién con otros

peces pelagicos) y loci microsatélites polimérficos, no obstante, los resultados no dieron
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cuenta de diferencias genéticas entre las zonas analizadas. Basado en un esfuerzo
multidisciplinario en el proyecto FIP 2007-27 (Serra et al. 2010) se utilizaron loci
microsatelites heterélogos (los utilizados por Cardenas et al. 2009) y tres loci especie
especificos descritos por Canales-Aguirre et al. (2010). Estos marcadores fueron
utilizados a lo largo de toda su distribucién y no fueron determinantes para encontrar
diferencias entre las diferentes zonas analizadas, corroborando los resultados
encontrados en estudios anteriores. Posteriormente el proyecto FIP 2010- 18 (Serra et al.
2014) utilizando 10 loci microsatélites (tres heterélogos y 7 especie-especificos) para
analizar 852 individuos en dos temporadas de muestreo mostré como resultados valores
del indice Fst por pares de localidades para cada temporada que indicaban la ausencia de
estructuracion genética espacial de la especie en su distribucion geogréfica (Fst bajos y
no significativos). Por otro lado, el analisis temporal, basado en el indice Fst, no dio
cuenta de diferencias genéticas temporales significativas. Por lo que estos resultados
concuerdan con estudios anteriores concluyéndose que en términos genéticos el jurel se

comporta como una poblacion homogénea.

Si bien los loci microsatelites son buenos marcadores para determinar diferencias
poblacionales la utilizacién de un bajo nimero de ellos podria subestimar diferencias

genéticas.

En T. trachurus (horse mackerel) se ha desarrollado a nivel mundial sélo un estudio con
SNPs, realizado en aguas del Atlantico, incluyendo 700 muestras desde aguas de Africa
hasta Irlanda. Utilizando mas de 12,8 millones de SNPs bialélicos polimorficos,
evidenciaron diferencias genéticas significativas, con un quiebre importante en agua de

Portugal (Fuentes-Pardo et al., 2020).
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Objetivo general

Desarrolla un estudio que contribuya a reducir la incertidumbre en la gestién de la
pesqueria de Jurel (Trachurus murphyi), investigando la conectividad genética y

proporcion de mezcla del jurel del Pacifico Sur, piezas claves en la dinamica poblacional.

Objetivos especificos

1. Elaborar y ejecutar un disefio de muestreo de jurel (Trachurus murphyi), que

permita caracterizar genéticamente a la especie en agua del Pacifico Sur.

2. lIdentificar y analizar marcadores moleculares del tipo SNPs para el jurel
(Trachurus murphyi), que permitan identificar grupos genéticamente divergentes
en agua del Pacifico Sur, comparando los patrones de divergencia genética
identificados con gradientes fenotipicos y bioldgicos pesqueros documentados

previamente.

3. Identificar y definir los limites geogréficos de los grupos genéticamente divergentes

que se evidencien en el jurel (Trachurus murphyi) en agua del Pacifico Sur.

4. Estimar el grado de conectividad genética y proporcion de mezcla entre los grupos
genéticamente divergente que se evidencien en el jurel (Trachurus murphyi) en

aguas del Pacifico Sur.

5. Desarrollar un modelo conceptual respecto a los patrones de divergencia genética
y los procesos de conectividad evidenciados en el jurel (Trachurus murphyi) en

agua del Pacifico Sur.

6. “Desarrollo de un genoma de referencia de jurel (Trachurus murphyi)”’
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Propuesta metodolégica por objetivos

Objetivo general

“Desarrollar un estudio que contribuya a reducir la incertidumbre en la gestion de la
pesqueria de Jurel (Trachurus murphyi), investigando la conectividad genética y

proporcion de mezcla del jurel del Pacifico Sur, piezas claves en la dinamica poblacional”

Para dar cumplimiento el objetivo general, la presente propuesta se base en cinco pilares
fundamentales, los cuales incluyen:

1) disefiar una estrategia de muestreo que responda al objetivo general, abarcando el
Pacifico Sur Oriental.

2) actualizar datos morfométricos del jurel en el Pacifico Sur Oriental.

3) uso de secuencias de ADN mitocondriales (D-LOOP) de T. murphyi, para estimar
divergencias y conectividad genética.

4) uso de marcadores SNPs distribuidos a lo largo del genoma de T. murphyi, para
estimar divergencias y conectividad genética.

5) implementacién y actualizacion de modelos hidrodinamicos y biofisicos para el jurel del
Pacifico Sur, integrando la informacion gendmica en el analisis de los procesos de

conectividad en el T. murphyi del Pacifico Sur.

1) Disefar una estrategia de muestreo que responda al objetivo general, abarcando el
Pacifico Sur Oriental: nuestro equipo de trabajo incorpora al Instituto de Investigaciéon
Pesquera (INPESCA), quienes tiene una vasta experiencia en investigacion y monitoreo
de recursos hidrobioldgicos a nivel nacional e internacional. La propuesta de plan de

muestreo, va mas alla de lo solicitado en las bases técnicas, Pacifico Sur, y se expande al
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Pacifico Sur Oriental con 13 localidades de muestreo, con el objetivo de obtener mejores
resultados.
2) actualizar datos morfométricos del jurel en el Pacifico Sur Oriental, con la finalidad de

comparar patrones fenotipicos y genéticos del jurel en el dominio espacial de estudio.

3) uso de secuencias de ADN mitocondriales (D-LOOP) de T. murphyi, para estimar
divergencias y conectividad genética: proponemos actualizar la informacion existente en
T. murphyi generando datos de secuencias del gen mitocondrial D-loop para parte de
muestras actuales con el fin de estimar la diversidad genética de las muestras colectadas,
estimar su estructura genético poblacional (identificacion de grupos genéticamente
diferentes), generar reconstrucciones filogenéticas y genealdgicas, e identificacion de
cambios demograficos pasados, en una escala espacial y temporal.

Adicionalmente, y utilizando informacién genética generada con anterioridad, se utilizaran
secuencias de ADN mitocondrial disponibles en la base de datos GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) realizando un analisis integrando ambos sets de datos, los
generados por esta propuesta y las disponibles en GenBank. Esto nos entrega una
oportunidad Unica para testear diferencias poblacionales en toda la distribucion geogréfica
de la especie, y a una escala temporal. Mayor detalle en Metodologia para el objetivo

especificos 2y 3.

4) uso de marcadores SNPs distribuidos a lo largo del genoma de T. murphyi, para
estimar divergencias y conectividad genética: proponemos generar datos de
Polimorfismos de Unico Nucledtido (SNPs) utilizando herramientas genémicas de Ultima
generacion, especificamente utilizando procedimientos RADseq (Restriction site

associated DNA).
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Los marcadores SNPs estan distribuidos a lo largo de todo el genoma, por lo tanto,
podremos acceder a informacion genética neutral y adaptativa. Se espera descubrir miles
de loci, con los cuales se estimara la diversidad genética de las muestras colectadas,
estimara su estructura genético poblacional con la informacion genética neutral y
adaptativa, estimacién de flujo genético y proporcién de mezcla (de encontrar diferencias
poblacionales) y estimar tamafo efectivo poblacional (NE) (uno de los parametros mas
importantes en genética de poblaciones y biologia de la conservacion).

5) implementacién y actualizacion de modelos hidrodinamicos y biofisicos para el jurel del
Pacifico Sur, integrando la informacion gendmica en el analisis de los procesos de
conectividad en el T. murphyi del Pacifico Sur. Se propone integrar la informacién
genomica generada de los SNPs de jurel en el Pacifico Sur Oriental, a los modelos
biofisicos que viene desarrollando INPESCA para el mismo dominio espacial de estudio.
Esta es la mejor formar para obtener el modelo conceptual respecto a los patrones de
divergencia genética y los procesos de conectividad evidenciados en el jurel, Trachurus

murphyi, en aguas del Pacifico Sur, y ser discutido en el contexto de la OROP-PS.
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Objetivo especifico 1.

“Elaborar y ejecutar un disefio de muestreo de jurel (Trachurus murphyi), que permita

caracterizar genéticamente a la especie en agua del Pacifico Sur.”

Para dar cumplimiento al presente objetivo especifico se propuso disenar y ejecutar un
plan de muestreo para T. murphyi que permitiera rescatar sus caracteristicas bioldgicas y
pesqueras, y al mismo tiempo contrastar las hipotesis microevolutivas, o de conectividad

genética enunciadas.

Diseno de muestreo

Epoca de colecta de ejemplares

La operacion de pesca y mayor fuente de colecta posible de ejemplares de jurel en el
Pacifico Suroriental se desarrolla principalmente por parte de las diferentes flotas que
operan sobre este recurso, luego de que éste concluye el periodo de desove cambia su
estrategia conductual, moviéndose desde 4&reas oceanicas hacia las costas
sudamericanas con la final de cambiar desde el habito de desove al habito de
alimentacion en diferentes zonas de productividad compuestas preferencialmente por
enjambres de eufausidos de Euphausia mucronata, especie clave en la trama trofica del
ecosistema de la corriente de Humboldt y distribuida a lo largo de la costa sudamericana
(Antezana, 2002; Antezana 2010).

El jurel se encuentra regulado por cuotas de captura anuales que son asignadas por la
Comision de la Organizacion Regional de Manejo Pesquero del Pacifico Sur (sigla en

inglés: SPRFMO) baséandose en recomendaciones del Comité Cientifico de esta
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organizacioén. En la zona centro-sur de Chile, es habitual que el jurel inicie su ingreso a las
zonas tradicionales de pesca a partir de mediados de diciembre de cada afo y siendo la
principal zona de capturas de este recurso, los desembarques de esta especie se
registran predominantemente en el verano/otofio de cada afio (entre diciembre y

junio/julio).

En el caso de la pesqueria del area norte de distribucion del jurel (Ecuador y Peru), la
mayor parte de las capturas se realizan entre los meses de verano (diciembre a marzo) y
en el caso de las naves de Alta Mar, éstas regularmente inician su operacion entre marzo

y abril de cada afio, extendiendo su operacion hasta julio.

Por este motivo la propuesta fue realizar el proceso de colecta en el periodo estival de
2021/2022 para las localidades costeras y puertos de desembarque, para posteriormente

considerar a partir de marzo/abril las operaciones de Alta Mar.

Un aspecto relevante a considerar es que, al igual que en proyectos anteriores de esta
tematica, se oriente la colecta de ejemplares considerados como adultos de jurel,

idealmente en un rango de tallas entre 30 y 40 cm LH.

Distribucidén geografica de las muestras

El jurel, Trachurus murphy, presenta una amplia distribucién en el Océano Pacifico Sur-
Oriental. Por el norte llega hasta 1° 38'N y alrededor de las Islas Galapagos y por el sur,
hasta el extremo de Chile (55°S) (Serra, 1991). Tanto frente a Perd como en Chile, su
distribucion sobrepasa el limite de las 200 mn de ZEE; frente a la zona centro sur de Chile
su distribucion sobrepasa las 1000 mn (Figura 1). Esta especie expandi6 su distribucién
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colonizando hacia el oeste a través de la corriente de Deriva del Oeste y es capturado
junto a otras 2 especies en localidades como Tauranga en Nueva Zelandia, donde fue
detectado a mediados de la década 1980 en torno a aguas de este pais (Evsenko, 1987,
Bailey, 1989, Serra, 1991,) y posteriormente, hasta las aguas en torno a Tasmania. Su
presencia es detectada en aguas de Nueva Zelandia por primera vez en 1987 (Kasahara

et al., 1988, En: Taylor, 2002).

Figura 1. Distribucion espacial del jurel en el Pacifico Sur, en azul se representa las areas

propuestas para la colecta de muestras.

En este estudio se considera la obtencién de muestras desde localidades de los paises
riberefios de la costa sudamericana: Ecuador, Peru y Chile; asi como de aguas asociadas
a Nueva Zelandia (Puntos azules en Figura 1).

También se considera la obtenciéon de muestras provenientes desde barcos factoria que

operan en la Alta Mar, regularmente estas naves ingresan a puertos de la Regién del Bio-
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Bio y existen convenios entre Inpesca y armadores de naves de la Unién Europea a

efectos de recibir y analizar muestras congeladas que son tomadas a bordo de estas

naves.

Resultados muestreo

A lo largo del proyecto se logré obtener un total de 628 ejemplares de jurel proveniente de

las localidades de Arica,

Iquique, Mejillones,

Caldera, Coquimbo, Guanaqueros,

Topocalma, Golfo de Arauco, Isla Mocha y Corral para Chile, y unas muestras de Peru

oceanico (Tabla 1). Aqui se da cuenta del estado de avance del muestreo en el que ya

existen 14 puntos con informacion referente a la distribucion espacial del jurel dentro de

Chile.

Tabla 1. Listado de muestras de jurel obtenidas como parte del Proyecto FIPA N°2021-28.

Embarcacion Localidad Fecha Latitud Longitud | N° muestras
Pam-Lonco (W) Punta Nugurne | 07-12-2021 -36,02 -73,15 30
Vesterveg Golfo de Arauco 28-12-2021 -36,48 -73,61 30
Bucanero Golfo de Arauco 28-12-2021 -33,61 -73,64 30
L/M Fortuna IV Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 39
Bote a motor El Reno Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 29
RAPANUI Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 12
RAPANUI Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 30
Embarcacion artesanal | Arica (Playa corazones) | 17-03-2022 -18,56 -70,38 55
Garota Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 59
Claudio | Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 33
Isaac Iquique: Caleta Buena | 28-03-2022 -19,88 -70,14 41
Ruth Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 40
Corsario | Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 40
RAPANUI Golfo de Arauco 23-04-2022 -38,08 -73,96 5
Don Edmundo Golfo de Arauco 09-06-2022 -36,94 -73,75 11
PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 | -23,02 -70,88 30
Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 21
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PAM CORSARIO | Topocalma 23-07-2022 -33,85 -72,1 30
BF ADMIRAL SHABALIN Peru ocednico 19-11-2022 -17,89 -77,93 63
TOTAL EJEMPLARES 628

De cada uno de los ejemplares muestreados se registraron datos biolégicos, pesqueros,

morfométricos y se colectaron tejidos para los respectivos analisis genéticos. A

continuacion, se describen cada uno de estos procedimientos:

Registro de datos biolégicos, pesqueros, morfométricos y colecta de

muestras para analisis genético

Las especificaciones de la toma de datos bioldgicos y pesqueros se ajustan a lo realizado

por el INPESCA, y a la iniciativa internacional Fish Barcode of Life (FISH-BOL) (Steinke

and Hanner 2011). En general los datos a compilar se presentan asi, procurando en todos

los casos la completa trazabilidad de cada una de las muestras:

Datos biolégicos y pesqueros de jurel en el Pacifico Sur Oriental

1. NuUmero correlativo de la muestra

2. Nombre de la embarcacion

3. Arte o aparejo de pesca con que fue capturado el ejemplar
4. Indicar si es pesca artesanal o industrial

5. Localidad y/o nombre del puerto y/o caleta

6. Latitud y Longitud usando el World Geodetic Systems 1984

7. Lainformacion se desagregara por lance

8. Fecha de muestreo o coleccién (dd-mm-afio)

9. Talla (cm LH)

10. Peso total (gramos)
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11. Determinacion del sexo a través de la observacion las gonadas o estructuras externas,
aplicando criterios macroscopicos.

12. Indicar si se almacenaron otolitos

13. Indicar tipo de tejido almacenado y en que reactivo fue almacenado

14. Medidas morfométricas

Secuencia de muestreo realizado para los ejemplares de Jurel obtenidos durante el

desarrollo del proyecto:

1. Los jureles llegaron al Laboratorio humedo de pesquerias en las dependencias de
INPESCA. Fueron contados, ordenados y revisados para saber si contaban con las

condiciones minimas para poder ser fotografiados y muestreados (Figura 2).

Figura 2. Muestra de jureles proveniente de Arica. FIPA N°2021-28.
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2. Una vez fotografiados se procedio a obtener los datos del muestreo biolégico descritos
en el listado indicado arriba (e.i. peso, talla, sexo), y ademas se realiz6 la extraccion de

otolitos (Figura 3 y Figura 4).

Figura 3. Ejemplares de jurel muestreados y listos para muestreo genético. FIPA N°2021-

28.

Figura 4. Tablero con otolitos de jureles. FIPA N°2021-28.
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3. Finalmente en otra seccién del Laboratorio adecuada para realizar el muestreo genético
se disecto de cada ejemplar tejido de musculatura blanca y roja y se almaceno en

diferentes reactivos (mas detalle mas adelante en protocolo de muestreo genético).

En el Anexo 1 encontrara la Tabla donde se muestra el registro completo con la

informacion recolectada de cada uno de los ejemplares de jurel. FIPA N°2021-28.

Coleccion de muestras biolégicas para analisis genético

En este sentido se siguieron las directrices generales dadas por Steinke & Hanner (2011)

como parte de la iniciativa internacional FISH-BOLD.

Protocolo de coleccidn de muestras para analisis genético

El desarrollo de marcadores SNPs requiere de extracciones de ADN de alta pureza,
calidad y no degradado, asegurando de esta forma librerias genémicas de buena calidad,
y propicias para la identificacion de variantes genéticas SNPs (Psifidi et al. 2015). De esta
forma y para resguardar la calidad de las muestras de tejidos bioldgicos que seran
sometidas a extraccion de ADN, cada muestra fue almacenada bajo tres protocolos que
muestran diferencias en su eficiencia o efectividad para extraccion de ADN gendmico,
pero que dependiendo del tejido conservan su tamafo y pureza. Para cada muestra de
tejido se utiliz6: a) almacenamiento en etanol absoluto para analisis b) fijacién en
soluciones preservantes estabilizante: RNALater® (Gray et al. 2013), c¢) almacenamiento

bajo congelacion.
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A continuacién, se describe el protocolo que fue seguido por cada uno de los
profesionales muestreadores. Los muestreadores en terreno fueron capacitados para el
seguimiento estricto de los procedimientos de almacenamiento de muestras bioldgicas.
Los tubos de transporte con etanol absoluto y soluciones preservantes fueron enviados
listos para agregar la muestra bioldgica correspondiente, evitando de esta forma una

mayor manipulacién durante el proceso de muestreo que pueda generar contaminacion.

Protocolo para coleccion de tejido para analisis genético. Disectar de cada ejemplar,
un trozo de tejido de 1x1x1 cm (1 cm?®) desde la musculatura blanca y uno desde la
musculatura roja. El tejido debe almacenarse sin restos de fluidos, limpiando con agua
destilada y papel absorbente, reduciendo asi la probabilidad de contaminar las muestras

con bacterias y/o parasitos (Figura 5).

Figura 5. Trozo de musculatura blanca y roja de Jurel, disectada para fines de analisis

genético. FIPA N°2021-28.

a) Protocolo para almacenamiento en etanol puro: el trozo de tejido disectado debe

depositarse en un tubo de transporte de 5 ml que contenga Alcohol Etilico Puro (96%)
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b)

para analisis (no técnico), enrasar el tubo a 4 ml antes de agregar la muestra. El tejido
debe quedar flotando en el tubo, para este fin si es necesario, seccionar en pequefios
trozos el tejido muestreado tal como se indica en la Figura 6.

Para la diseccion del tejido se debe usar un bisturi nuevo y/o estéril para cada
animal, (esto evita la contaminacién cruzada entre individuos que puede llevar a
errores en los genotipos detectados). Para este efecto cambiar la hoja del bisturi
entre ejemplar y/o lavar insistentemente con agua. Las pinzas a utilizar deben ser
lisas (pinzas con dientes pueden contener tejido entre ellos de muestra en muestra, lo
que podria contaminarlas). Luego de depositar el tejido en el tubo de transporte,
colocar en su interior un trozo de papel diamante con el cédigo de identificacion de la
muestra escrito con lapiz mina, NO utilizar lapiz pasta o de otro material (el alcohol se
encarga de borrar el rotulo ademas de contaminar la muestra con colorantes). Para
finalizar cerrar el tubo y sellar con un trozo de Parafilm, almacene hasta su envio en

un lugar fresco, o refrigerado. Registre todos los datos en su bitacora de muestreo.

b) Para el protocolo de almacenamiento de muestras por fijacion en soluciones
preservantes estabilizantes (RNALater®), repetir el mismo procedimiento,

agregando la muestra en los tubos de transporte rotulados para tales fines.

Para el protocolo para almacenamiento en congelado, repetir el mismo
procedimiento, agregando la muestra en los tubos de transporte rotulados para tales
fines, congele a -20°C, o temperaturas inferiores. Almacene las muestras en un lugar
seco sin exponer al sol (etanol absoluto y soluciones preservantes), o congeladas,
segun corresponda, hasta el momento de su envio al Laboratorio de Genética y

Acuicultura de la Universidad de Concepcion, o al Centro i~mar, Centro de
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Investigacion y Desarrollo de Recursos y Ambientes Costeros de la Universidad de

Los Lagos.

Figura 6. Ejemplo de almacenamiento de tejido dentro de cada tubo. FIPA N°2021-28.

Incorporacidon de muestras de jurel de los proyectos FIPA N° 2007-27 y N°

2010-18, al analisis genético con SNPs, analisis temporal

Con la finalidad de obtener mejores resultados, y abarcar un espacio temporal mas amplio
en el analisis genético con SNPs, se incorporaron al analisis muestras almacenadas de

jurel, que fueron colectadas en los proyectos FIPA N° 2007-27 y N° 2010-18.

Morfometria

Fundamentos Morfometria de Cuerpo

El analisis morfométrico del cuerpo ha sido uno de los métodos mas utilizados para la
diferenciacion de unidades de stocks pesqueros (e.g. Taylor and McPhail, 1985; Melvin et

al.,, 1992; Hurlbut and Clay, 1998; Turan, 2004). El estudio de los caracteres
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morfométricos, ademas de ser una de las primeras técnicas en ser usadas para este
propésito, ha estado sujeta a numerosos mejoramientos en los afios recientes, debido al
desarrollo de nuevos métodos y herramientas para registrar, describir y analizar las
formas en los peces (Rohlf and Bookstein, 1990; Marcus et al., 1996; Cadrin and

Friedland, 1999).

La forma del cuerpo de un pez es definida a partir de la interaccion entre factores
ambientales y genéticos (Barlow, 1961; Swain and Foote, 1999), especialmente aquellos
que ocurren ligados a estados tempranos de desarrollo. Por lo tanto, la forma corporal
representa una expresion fenotipica, pero influenciada por variaciones ambientales. Las
variaciones morfométricas con el crecimiento, pueden cambiar entre diferentes
localidades, y éstas pueden ser utilizadas para la discriminacion de unidades de stocks
(Cadrin and Friedland, 1999). De hecho, con este propésito, los caracteres fenotipicos
pueden ser mas utilizables que incluso aquellos puramente genéticos (Casselman et al.,
1981; Lear and Wells, 1984; Kinsey et al., 1994; Swain and Foote, 1999). Esto, debido a
que un bajo o débil flujo génico puede interferir en la deteccion de diferencias genéticas
significativas. Si bien las diferencias morfométricas entre localidades pueden indicar una
fuente de separacion poblacional, o la existencia de diferentes unidades de stocks, estas
diferencias pueden ser también causadas por la influencia del ambiente y de existir una
alta mezcla de individuos de diferentes localidades, las diferencias serian entonces

indetectables (Murta et al., 2008).
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Metodologia analisis morfometria de cuerpo

Para la obtencién de las variables morfométricas se siguié la metodologia propuesta por
Winans (1987), la cual utiliza una red de medidas entrelazadas a través de marcas
corporales, tal como se presenta en la Figura 7. No obstante, debido a que no todas las
medidas se relacionan significativamente con la morfometria del jurel, se propone reducir
las posibles combinaciones de medidas a las elegidas por Arancibia et al. (1996) y
Hernandez et al. (1998), en base al trabajo de George —Nascimento y Arancibia, (1992).
Estas medidas corresponden a las lineas rectas entre los puntos: (1-2), (1-3), (1-4), (2-3),
(2-4), (3-4), (3-6), (4-5), (5-6), (5-8), (6-7), (7-8), (7-10), (8-9), las cuales fueron medidas

con una sensibilidad de 1 mm.

Las combinaciones de medidas entre los numeros 1 a 5 permitieron una caracterizacion

de la zona de la cabeza del jurel, mientras que la combinacion del resto de las medidas

son asociables a la forma corporal (ver Figura 7).
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Figura 7. Puntos de interés para las mediciones de morfometria. FIPA N°2021-28.

Muestras disponibles

La informacion recolectada para la estimacion de las variables morfométricas asociadas a
la forma del cuerpo del jurel, proviene de muestras obtenidas de 10 localidades a lo largo
de la costa de Chile se dispone de muestras de 5 localidades diferentes (lquique, Caldera,
Coquimbo, Coronel y Puerto Montt). El listado de localidades, la embarcacion desde
donde fueron obtenidas las muestras, su fecha de colecta y el niumero de peces

procesados se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Muestras procesadas para morfometria por localidad y fecha del analisis.

Embarcacion Acrénimo Fecha de
Numero
Localidad colecta
de peces
M/D/A
Alta Mar B/F Admiral Shabalin POC 11/19/22 60
Arica E. Artesanal ARC 3/17/22 58
lquique PAM Isaac 1QQ 3/28/22 41
lquique Aventurero QQ 3/1/22 21
Mejillones PAM Trueno MEJ 5/3/22 30
Caldera L/M La Fortuna IV CAL 1/26/22 39
Coquimbo L/M Garota CQB 3/10/22 58
Guanaqueros L/M El Reno GNQ 2/2/22 29
Topocalma PAM Corsario | TPC 7123/22 30
Punta Nugurne PAM Lonco PNG 12/7/21 30
Golfo de Arauco PAM Bucanero | GAR 12/28/21 30
Golfo de Arauco PAM Vesterveg GAR 12/28/21 29
Niebla L/M Claudio | NBL 3/31/22 33

Proceso de obtencion de datos y marcas de identificacion

A diferencia de estudios anteriores realizados por el grupo de investigacion en esta

materia, en los cuales los peces fueron medidos uno a uno en el laboratorio, mediante
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compas y mediciones con 1 mm de sensibilidad, y ademas teniendo en consideracion la
necesidad de establecer un método validado y estandarizado en las diferentes localidades
y centros de obtencion de muestras, se optd por establecer un protocolo de trabajo comun
y realizar el proceso de colecta de datos por medio de digitalizacion de registros
fotograficos de los peces analizados, previo establecimiento de marcas o hitos de

referencia en una red de puntos a marcar.

Las imagenes fueron obtenidas mediante una camara fotografica marca Sony, modelo
HDR-C405, montada en un tripode y con el debido marcaje del niumero de pez y una
reglila de calibracion. A su vez, se privilegid que las fotografias fuesen tomadas sin

utilizar una fuente de aumento, zoom digital o efectos especiales.

Las fotografias contemplaron la toma de cada ejemplar completo (ver Figura 7). Para
esto, cada individuo fue montado en una superficie de Poliestireno (PE) blanca, la cual fue
previamente socavada para garantizar que el ejemplar se posicionara adecuadamente y

recostado sobre esta superficie de forma horizontal.

Para efectos de estandarizar el proceso de medicion, cada ejemplar fue dispuesto en la
plantilla de PE descansando sobre su costado derecho y con orientacién de su cabeza
hacia la izquierda (ver fotografia Figura 8). Antes de cada fotografia, se utilizé un pié de
metro como reglilla de referencia para calibrar la fotografia y para la obtenciéon de

posteriores mediciones en ella.

Teniendo en consideracion la retraccion de las aletas, y con el interés de poder identificar
de manera exacta la localizacion de sus inserciones, se utilizaron alfileres de cabeza

coloreada para demarcar adecuadamente las inserciones, previamente a cada registro
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digital (ver fotografia Figura 9). De cada ejemplar fueron tomadas al menos 2 fotografias,
las cuales permitieron seleccionar siempre la de mejor calidad y foco existente de cada

individuo.

Figura 8. Imagen representativa de un ejemplar de jurel con alfileres en las inserciones de
las aletas. FIPA N°2021-28.

Una consideracion adicional fue garantizar la mayor nitidez en la fotografia y que la

camara siempre se ubicara en un plano vertical hacia el objeto, razén por la cual se

desestimaron o evitaron fotografias en planos inclinados o poco nitidas.

Procesamiento y analisis de las muestras obtenidas

Luego de ser catalogadas y revisadas las fotografias, se procedid a verificar su

procedencia y desarrollar una base de datos del material existente. Del total de

fotografias, se detectd un bajo porcentaje de imagenes sin etiquetas o imagenes con

rotulacion inadecuada.
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Las fotografias obtenidas en formato JPEG fueron analizadas por 2 especialistas, con un
software de post-procesamiento de imagenes utilizando la modalidad de medicidn
manual. Para esto, cada fotografia conté con la informacién de nimero de muestra y la
existencia de una referencia de la escala de medicion, la cual para efectos de calibracion
de dimensiones, permitié que las mediciones se efectuaran con una precisién inferior a 1
mm. El software, de libre uso o dominio publico, denominado ImagedJ 1.53t programado en
lenguaje Java y disponible en el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos

(https://imagej.nih.gov/ij/) fue utilizado en el procesamiento de las imagenes. En el

analisis de imagenes de previos estudios se utilizd6 Image Tool para Windows versién
3.00, software desarrollado por el Centro de Salud de la Universidad de Texas en San

Antonio.

Cada imagen JPEG, fue calibrada midiendo o estableciendo una linea de referencia de 10
marcas del pié de metro, las que fueron equivalentes a 10 mm de longitud. Luego, se
procedié a realizar las mediciones acorde al plan de enlazamiento de hitos morfométricos
en la secuencia formulada en la seccién de metodologia. Cabe sefialar que los hitos 1, 2y
4, por su notoriedad no requirieron ser marcados con alfileres previamente, sino que sus

posiciones fueron establecidas digitalmente.

En este software las diferentes medidas fueron efectuadas marcando los puntos de
referencia (1-2), (1-3), (1-4), (2-3), (2-4), (3-4), (3-6), (4-5), (5-6), (5-8), (6-7), (7-8), (7-10),
(8-9), y su medicion fue automaticamente trasladada a una hoja de calculo, con la cual se

logré almacenar las mediciones en archivo digital.

Las mediciones asi obtenidas, representaron por cada individuo un total de 14 puntos, los

que correspondieron a las coordenadas cartesianas (X,y) y en pixeles de los puntos
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precitados, mas 2 mediciones adicionales correspondientes a la distancia de calibracion.
Estas mediciones fueron luego llevadas a distancias (en mm) utilizando la siguiente
conversién para cada par de hitos morfométricos (1-2), (1-3), (1-4), (2-3), (2-4), (3-4), (3-

6), (4-5), (5-6), (5-8), (6-7), (7-8), (7-10), (8-9):

(X; _Xj)2 +(Y; — yj')2
(Xn _Xlz)2 +(y11 - 5/12)2

Dist =

Donde: (x;,y;) representa las coordenadas del primer punto, con i=1,...,8.
(x;,y;) representa las coordenadas del segundo punto, con j=2,...,10.
(x11,¥11); (X12,y12) coordenadas de dos puntos situados sobre la reglilla utilizada

para la calibracion.

Finalmente, se conté con un total de 642 ejemplares con sus respectivos conjuntos de

hitos morfométricos medidos por ejemplar.

Transformacion de los datos

Con el objeto de obtener expresiones morfométricas independientes del tamafo del
individuo y hacer constante la varianza de los datos se debe recurrir a una funcién que
transforme la informacioén original, siendo esto posible mediante simples transformaciones
en proporcion de la talla (George —Nascimento y Arancibia, 1992; Arancibia et al., 1995),
a través de transformaciones logaritmicas (Schaefer, 1991) o del tipo multivariado

(Winans, 1984; Cortes et al., 1996).
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Hernandez et al. (en preparacion) sefalan que luego de probar cual de estas
transformaciones logra remover efectivamente el efecto del tamafo sobre la forma del
individuo, mediante el uso de Anadlisis de Componentes Principales (ACP) para el total de
mediciones realizadas en cada funcidon descrita y un Analisis de Covarianzas
(ANACOVAS) para las tres primeras componentes principales resultantes de cada ACP,
la transformacion aplicada inicialmente por Schaefer (1991), aplicada también para el
caso del atun de aleta amarilla Thunnus albacares, es la que logra de forma mas
significativa la remocién del efecto de la talla sobre la forma del pez lo que indica que al
relacionar linealmente el logaritmo de las mediciones morfométricas con el logaritmo de la
talla en ejemplares de jurel se logra eliminar en gran medida el efecto alométrico del
crecimiento en longitud del jurel. De acuerdo a esto, con objeto de obtener componentes
libres del efecto de la talla sobre la forma de los peces, se propone usar la funcién de

Schaefer, (1991), Ec. 1, la que se expresa matematicamente como:

Y, =log(Y,) - B(log(LH,) ~ log(LHp)) (Ec. 1)

A

donde Y, es la medida transformada del ejemplar i; Y

i la medida original del ejemplar i,

LH; es la longitud de horquilla del ejemplar i, LHP es la longitud de horquilla promedio y

B es la pendiente de la regresién del modelo de Schaefer (1991) entre Yi y LH;
En el andlisis de los procedimientos de transformacion, cabe considerar la metodologia y

el trabajo reciente publicado por Murta et al. (2008), donde para el jurel del Atlantico,

Trachurus trachurus, proponen el mismo método de transformacion para remover el
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efecto de la talla y la posible relacion alométrica entre variables. Este método corrige las
variables de acuerdo a la longitud media de todas las muestras individuales por la
expresion (lhssen et al., 1981b; Hurlbut and Clay, 1998):
——\b
LH
D,=Dx| —
LH

donde, LH es la longitud horquilla medida para cada ejemplar, D es la distancia antes de

la correccion, LH es la media de la longitud horquilla total y b la pendiente de la regresién
media geométrica (Ricker, 1973) calculada desde la log-transformacion de las variables D

y LH.

Una fuente de “ruido” o elemento que puede interferir en el proceso de andlisis, se basa
en la obtencidon simultanea de las muestras, la madurez sexual de los individuos, de tal
forma que idealmente representen grupos de agregaciones reproductivas de este recurso.
Para esto se debiera privilegiar individuos pre-desovantes o desovantes obtenidos de

cada area o localidad de muestreo.
Analisis estadistico

Los analisis morfométricos implican la incorporacion de técnicas multivariadas que
permitan el entendimiento del proceso de diferenciacion multi-dimensional de la forma de
un pez (Pimentel, 1978). De esta manera, para identificar los caracteres morfométricos
que explican mayores diferencias entre localidades se aplica un Analisis Discriminante
Multiple (ADM) exploratorio utilizando la localidad como fuente de variacién, sobre una

matriz de covarianza (Winans, 1987).
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Resultados

En la Tabla 3 se presentan los acrénimos adoptados para la identificacion de las

localidades de muestreo, nombre de las embarcaciones, valores medios y rangos de la

talla (LH, cm) y peso total (PT, g). Se destaca que en su mayoria, desde las muestras

obtenidas, se logré el objetivo de que los peces recolectados fueran de tallas entre 30 y

40 cm LH. La talla media de la totalidad de la muestra es de 37,1 cm LH y el peso medio

de 642 g.

Tabla 3. Numero de muestras analizadas para morfometria de cuerpo, cédigo, tallas

medias y rango de tallas de cada localidad. FIPA N°2021-28.

Acréni Talla media | Rango de Peso Rango de
Localidad Embarcacion crc:)nlm (LH cm) tallas Medio Pesos
(LH cm) (9) (9)
Peru Alta BIF Admiral POC 38,6 34-48 617 404-926
Mar Shabalin
Arica E. Artesanal ARC 30,5 28-33 317 247-420
Iquique PAM lIsaac 1QQ 30,3 28-33 305 232-433
Iquique Aventurero 1QQ 42,2 36-49 855 377-1308
Mejillones PAM Trueno MEJ 40,8 37-47 761 522-1218
Caldera | WMbaFortina | ca 38,6 34-50 756 496-1582
Coquimbo L/M Garota CQB 31,2 29-38 337 264-543
G“a”*;q“ero L/M El Reno GNQ 37,2 29-40 597 276-764
Topocalma PAM Corsario | TPC 42,2 37-43 878 585-1211
Punta PAM Lonco PNG 41,6 39-45 902 727-1171
Nugurne
Golfo Arauco | PAM Bucanero | GAR 411 38-47 931 710-1391
Golfo Arauco | PAM Vesterveg GAR 42,8 38-52 1047 712-1707
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Golfo Arauco PAM Rapanui GAR 36,9 30-46 650 310-1160

Golfo Arauco PAM Don GAR 39.3 34-45 967 585-1395
Edmundo

Niebla L/M Claudio | NBL 330 30-36 408 307-570

TOTAL 371 28-52 642 232-1707

La distribucion de frecuencia de tallas de toda la muestra se presenta en la Figura 9. El

rango completo de tallas estuvo entre 28 y 52 cm LH, observandose dos grupos de

modas, uno en 32 cm LH y otro en 38-41 cm LH.

Los peces colectados en Arica, Iquique, Coquimbo y Niebla, se pueden asociar a la moda

de tallas en torno a los 32 cm LH (Figura 10a). Mientras que en el resto de las localidades

las tallas se aproximan mas al segmento de 38-41 cm LH. En cuanto al peso medio

(Figura 10b), en la mayor parte de las localidades varié entre 650 y 1000 g, mientras que

en las localidades antes senaladas, el peso medio fue inferior a los 500 g.

90

Numero de Peces

30 35

40

45
Longitud Horquilla (LH,cm)

Figura 9. Distribucion de frecuencia de los 628 peces colectados separados por sexo (H:

hembras, M: machos). FIPA N°2021-28.
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Figura 10. Distribucion por a) Tallas (LH cm) y b) Peso total (PT g) de los ejemplares

analizados por localidad. FIPA N°2021-28.
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Resultados Morfometria de Cuerpo

El analisis de la morfometria del cuerpo fue finalmente efectuado sobre un total de 455

peces.

Para poner a prueba la posible existencia de diferencias morfométricas entre las

diferentes localidades estudiadas, se utilizé el Analisis Discriminante Multiple (ADM). Este

analisis, ajusta un modelo de diferenciacion que es altamente significativo (Lambda de

Wilks = 0,00916; F (127,456) = 36,450; p < 0,0001), por lo cual se logra especificar un

modelo de diferenciacién basado en las 14 distancias generadas a partir de los diferentes

hitos morfolégicos. El estadigrafo Lambda de Wilks evalla la capacidad discriminante de

la funcion de discriminacidn y mientras mas cerca esté de cero, mayor sera el poder de

discriminacién de la variable discriminada.

La Tabla 4 resume los estadigrafos obtenidos del ajuste del modelamiento multivariado.

Tabla 4. Estadigrafo Lambda de Wilks, valor de F y probabilidad asociados a las

distancias morfométricas utilizadas. FIPA N°2021-28.

Valor de Valor de
Distancia Valor Lambda
remocion F probabilidad Tolerancia
morfométrica de Wilks
(9,644) (p)

V1 2 0,01344202 34,8842087 <0,001 0,04784716
V1.3 0,01431524 42,3978348 <0,001 0,12327877
V2 3 0,01094462 12,9512342 <0,001 0,09914152
V1 4 0,01123501 15,8939657 <0,001 0,12830532
V2 4 0,01444134 43,4828529 <0,001 0,12705366
V3 4 0,01231448 25,1823425 <0,001 0,18566673
V4 5 0,01191759 21,7672825 <0,001 0,05343113
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V3_6 0,01195859 22,1200485 <0,001 0,09568255
V5_6 0,01094996 13,4412937 <0,001 0,02961357
V6_7 0,01225080 24,6343975 <0,001 0,05943771
V5_8 0,01080491 12,1931906 <0,001 0,06150772
V7_8 0,01099277 13,8096113 <0,001 0,01548795
V8_9 0,01098259 13,7220402 <0,001 0,15672603
V7_10 0,01247609 26,57291412 <0,001 0,02687259

Con la finalidad de poder comparar los resultados de la discriminacién de las localidades
basados en los hitos morfométricos, se aprovechd de contrastar el analisis de los hitos
obtenidos en este estudio con parte de los que fueron obtenidos en el marco del proyecto
FIP 2007-27. Para ello se incorpord la muestra proveniente de Nueva Zelandia en este

analisis.

Al graficar los puntajes para las dos primeras componentes candnicas de la funcién
discriminante (Figura 11a), se observa que los individuos de las localidades de Nueva
Zelandia (NZE) nuevamente muestra un mayor alejamiento con respecto al resto de las
localidades analizadas; sin embargo, las demas localidades, al igual que los resultados
obtenidos en el FIP 2017-18, muestran un alto grado de variabilidad y por ende de
sobreposicion de sus caracteristicas morfométricas. Las localidades de mayor grado de
sobreposicion, se determiné para los centroides de Iquique (IQQ), Caldera (CAL) y
Coquimbo (COQ), se encuentran muy cercanos entre si; particularmente los individuos de
Caldera muestran atributos morfométricos muy sobrepuestos con aquellos de los peces

de la zona centro-sur de Chile.

La misma separacion se observa al graficar la primera y tercera componente candnica de
la funcién discriminante (Figura 11b), destacandose una diferenciacion de la muestra de

Nueva Zelandia respecto al resto de las localidades del Pacifico Sureste.
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Se presenta para efectos comparativos, los puntajes para las dos primeras componentes
canonicas de la funcién discriminante obtenidas desde la modelacion basada en los hitos
morfométricos generados en el estudio FIP 2017-18 (Figura 12), donde se observa que la
muestra de Nueva Zelandia, se diferencia de manera importante del resto de las

localidades.

b)
Figura 11. Puntajes para las componentes candnicas a) 1y 2 y b) 1y 3 de la

discriminacién morfométrica de jurel por localidad (este estudio). FIPA N°2021-28.
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Figura 12. Puntajes para las componentes candnicas (1 y 2) en la discriminacion
morfométrica de jurel por localidad. Se destacan las posiciones medias de los centroides

de cada localidad (tomado de FIP 2007-27). FIPA N°2021-28.

Conclusiones

De los analisis morfométricos realizados se puede concluir lo siguiente:

Los 14 hitos morfométricos seleccionados permiten un adecuado nivel de discriminacion
de la forma corporal del jurel y caracterizacién de los peces provenientes de diferentes

localidades.

Este analisis, basado en la recoleccion de hitos morfométricos y obtencién de fotografias
digitales bajo un procedimiento estandar de marcado de peces, permite un método costo-
efectivo que puede utilizarse adecuadamente para un seguimiento de hitos que permitan
caracterizar atributos fenotipicos de diversas localidades en el area de distribucion del

jurel.
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Si bien, el uso de estos hitos permite un satisfactorio nivel de caracterizacién de los peces
provenientes por localidades, se detecta un alto grado de mezcla o sobreposicién con

otras localidades.

El jurel proveniente de la localidad de Nueva Zelandia (NZE) muestra atributos especificos
que se alejan del resto de las localidades. Cabe destacar que en términos de tamafio,
NZE tiene tallas medias que superan los 45 cm LH; mientras que el resto de las
localidades muestran tallas medias menores a 40 cm LH y una mayor superposicion de
rangos de tamafnos. Si bien se utilizd una transformacién que pondera este efecto,
factores de crecimiento alométrico y condicionado al habitat en el cual los peces
asociados a Nueva Zelandia han crecido, podrian ser causales de las diferencias

encontradas.
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Objetivo especifico 2

“Identificar y analizar marcadores moleculares del tipo SNPs para el jurel (Trachurus
murphyi), que permitan identificar grupos genéticamente divergentes en agua del Pacifico
Sur, comparando los patrones de divergencia genética identificados con gradientes

fenotipicos y biolégicos pesqueros documentados previamente.”

METODOLOGIA

Técnicas mediante polimorfismos de unico nucleétido (SNP)

Desarrollo y obtencién de marcadores moleculares SNPs

Para la identificaciéon y analisis de los marcadores moleculares SNPs de Trachurus
murphyi se utilizé la tecnologia DarTseq ® en la empresa biotecnolégica Diversity Arrays
Technology Pty Ltd, Australia. Después de realizar un analisis de las diversas tecnologias
disponibles para el desarrollo y obtencién de marcadores moleculares SNPs en términos
de experiencia del laboratorio desarrollador, rendimiento, técnica de desarrollo de libreria,
tipo de resultados, costos asociados, tiempo asociado en la entrega de resultados (Tabla
5), finalmente se ha optd por trabajar con la tecnologia DarTseq ® en la empresa Diversity

Arrays Technology Pty Ltd, Australia.
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Tabla 5. Resumen del analisis de tecnologias disponibles para el desarrollo de SNPs en

organismos modelos y no modelos. FIPA N°2021-28.

Rendimiento
Tipo por muestra
Empresa |Técnica Sigla Seq (ofrecido) Plataforma | Coverage Resultados
Restriction site Pair- NovaSeq 6000 | paiosno
Novogene |associated DNA |RADseq | end 1Gb System disponibles Reads
Double Digest
CD Restriction Pair- Illumina HiSeq
Genomics | Associated DNA | ddRAD | end 3M X Ten Reads
CD Genotyping by Pair- Illumina HiSeq
Genomics | sequencing GBS end 3M X Ten Reads
Pair- Datos no
SNPSaurus | NexRAD NexRAD | end 25000 loci disponibles 20X reads and .vcf
reads and .vcf -
NovaSeq 6000 2 row binary
Genotyping by Pair- System -Hi scoringand 1 -
DArTP/L | hybridisation DArT end 50000 loci Seq2500 >10x row (1,2,3)

Técnicas mediante ADN mitocondrial (ADNmt)

El ADN mitocondrial ha sido una de las moléculas hereditarias mas estudiadas dentro del
genoma animal. Es una molécula de doble hebra circular, presenta centenas de copias en
cada mitocondria (200 a 1000 copias por célula), sin proteinas asociadas como histonas y
no-histonas y, en su mayor parte formado por ADN codificante (93%), que practicamente
no posee ADN repetitivo, ni intrones. Tiene aproximadamente entre 15.000 a 18.000 pb
(pares de bases), es de naturaleza haploide, y aunque comprende menos del 1% del total
del genoma en cada célula, presenta caracteristicas muy importantes por las cuales se
elige para estudios moleculares: i) su alta tasa de evolucion con mayor deriva génica, esto
debido principalmente a la exposicion del ADNmt a especies reactivas de oxigeno
resultantes del metabolismo celular, ii) se encuentra desprotegido al carecer de histonas
y, iii) a la menor eficiencia de los sistemas de reparacion de las mitocondrias. EIl ADNmt

aparentemente carece de recombinacion o ésta es despreciable, es de herencia
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preferentemente materna, no-mendeliana, siendo los organismos generalmente
homoplasmicos (con un solo tipo de secuencia de ADNmt). Esta molécula contiene en
promedio, dependiendo del taxdn, 37 genes: 22 ARN de transferencia, 2 ARN ribosémicos
(12s y 16r) y 13 ARN mensajeros que codifican para proteinas de complejos enzimaticos
respiratorios implicados en la producciéon de energia mediante la via de fosforilacion
oxidativa para obtencion de ATP, como el citocromo b, subunidades proteicas del
citocromo oxidasa I, Il y lll (los que presentan baja tasa mutacional en comparacién con el
resto del genoma mitocondrial). También posee genes de la ATP sintetasa 6 y 8, genes
del complejo NADH deshidrogenasa subunidad 1 a la 6 y 4L, que han sido objeto de
variadas investigaciones demostrando gran utilidad como marcadores genéticos en
poblaciones naturales (Cronin et al. 1993; Bembo et al. 1996; Jin et al. 2006). Por ultimo,
el ADN mitocondrial presenta también una regiéon control no codificante llamada D-loop o
Region Mayor no codificante (Ovenden 1990; Okazaki et al. 2001; Zbawicka et al. 2003),
cuyo tamafo puede variar entre 200 a 2000 pb dependiendo de la especie (Palumbi
1996). Estudios han demostrado que la regidon es flanqueada por secciones no
codificantes altamente polimdrficas, donde la tasa de sustitucion de estas regiones
hipervariables, denominadas dominio 5’ y dominio 3’, puede ser 40 veces mayor que en la
region del citocromo b del ADN mitocondrial. Las mutaciones en la region no codificante,
se mantendrian en el tiempo, al no poseer efecto fenotipico, por lo cual los polimorfismos
mas comunes son los que afectan la region control del ADN mitocondrial. Una de las
caracteristicas notables del ADN mitocondrial es que evoluciona 5 a 10 veces mas rapido
que el ADN nuclear de copia unica, lo que le hace presentar alta variabilidad y le otorga

mayor sensibilidad en el analisis de procesos demograficos en poblaciones naturales.
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Resultados del desarrollo de marcadores SNPs

Resultados de la obtencion de marcadores moleculares SNPs mediante

tecnologia DarTseq ®

Durante la temporada 2021-2022, se muestrearon 628 ejemplares (ver Anexo 1), de los
cuales se seleccionaron 200 ejemplares, y desde temporadas anteriores de muestreo se
seleccionaron 176 ejemplares. A partir de estas 376 muestras (Anexo 2), se analizaron
cuatro placas mediante la tecnologia DarTseq ® en la empresa biotecnoldgica Diversity

Arrays Technology Pty Ltd, Australia, https://www.diversityarrays.com/.

Los 376 ejemplares fueron analizados para genotipificacion de SNPs con una densidad de

secuenciacion de 1.2 millones de lecturas/secuencias.

De las 4 placas analizadas se siguid el siguiente protocolo de extraccion de ADN

genomico y de purificacion.

Protocolo de extraccion de ADN genémico desde Trachurus murphyi

1. Se centrifugo cada placa a 2000rpm por 3 minutos.
2. Se destapo cuidadosamente las placas de PCR.
3. Se pipetio todo el etanol con pipeta multicanal e incubar a 60°C, hasta que el etanol se
evapore.
4. Lisado de muestras:
Para cada muestra se utilizo 50uL de buffer T1 Buffer y 6.25uL de proteinase K. Se

dispenso 56.25uL de solucion de lisis en cada muestra, se tapo y agito vigorosamente por
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vortex cada placa. Se utilizaron tapas de tiras planas para evitar perdidas o fugas
(Sarstedt). Cada placa fue centrifugada brevemente por 30 a 60 segundos a 1000 rpm,
para colectar muestras desde pareces y fondo. El tejido de las muestras debe ser
sumergido en esta solucién. Incubar toda la noche a 60°C:

5. Lisado claro o transparente desde las muestras:

Centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm. Aspirar el lisado claro o transparente sin tocar
paredes o fondo, transferir a una placa nueva.

6. Union del DNA a las perlas magnéticas NucleoMag B-beads. A cada muestra se adhirio
6uL de suspension de perlas suspendidas en 90uL MB2. Se midieron los tubos los
volumenes de Beads/MB2 con precisiéon y combinaron en un tubo (tubo Falcon de 15/50
ml/tubo Eppendorf de 2 ml para algunas muestras), se taparon y mezclaron bien para
suspender las perlas. Se virtio la solucion premezclada de Beads/MB2 en un reservorio y
dispenso 96 yl a cada muestra. Asegurese de agitar suavemente el reservorio en todo
momento mientras dispensa para evitar que las perlas se asienten. Se transfirid cada
placa al robot T100.

7. Los pasos finales de extraccion (lavado y elucién en tampén de elucion) se realizaron

en un robot Tecan 100 utilizando un cabezal de 96 puntas y un script DArT PL.

Protocolo DArTseq para reduccion de tamaio del genoma, construccion de librerias

y secuenciacion

DArTseq™, tecnologia Diversity Arrays Technology, representa una combinacion de
métodos de reduccion complejos de DArT y plataformas de sequenciacion de nueva
generacion (Sansaloni et al, 2011; Kilian et al, 2012; Courtois et al, 2013; Raman et al.
2014; Cruz et al. 2013. Por lo tanto, DArTseq™ representa una nueva implementacion de

secuenciacion de genomas de complejidad reducida (Altshuler et al, 2000) y aplicaciones
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mas recientes de este concepto en las plataformas de secuenciacion de proxima
generacién (Baird et al, 2008; Elshire et al, 2011). De manera similar a los métodos DArT
basados en hibridaciones en matriz, la tecnologia se optimiza para cada organismo y
aplicacion seleccionando el método de reduccion de la complejidad mas apropiado (tanto
el tamafo de la representacion como la fraccion de un genoma seleccionado para los
ensayos). Tras probar varias combinaciones de enzimas para reducir la complejidad del
genoma del jurel, la tecnolgia de Diversity Arrays Technology Pty Ltd selecciond el
método Pstl-Sphl para Trachurus murphyi. Las muestras de ADN de jurel se procesaron
en reacciones de digestion/ligacion segun Kilian et al (2012), pero reemplazando un unico
adaptador compatible con Pstl con dos adaptadores diferentes correspondientes a dos
salientes de enzimas de restriccion (RE) diferentes. El adaptador compatible con Pst/ se
disefid para incluir la secuencia de uniéon de la celda de flujo de la plataforma de
secuenciacion lllumina, la secuencia del cebador de secuenciacion y la region del codigo
de barras "escalonada" y de longitud variable, similar a la secuencia informada por Elshire
et al, 2011). El adaptador inverso contenia una region de unién de celda de flujo y una
secuencia compatible con Sphl. Solo los fragmentos mezclados (Pstl-Sphl) fueron

amplificados en 30 ciclos de PCR utilizando las siguientes condiciones:

1. 94 C por 1 minuto

2. 30 ciclos de: 94 C por 20 segundos
58 C por 30 segundos
72 C por 45 segundos

3. 72 C por 7 minutos

Después de la PCR, se agruparon cantidades equimolares de productos de amplificacion

de cada muestra de la placa de microtitulacion de 96 pocillos y se aplicaron a la PCR
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puente c-Bot (lllumina) seguida de la secuenciacion en lllumina Hiseg2500. La

secuenciacién (lectura unica) se realizé durante 77 ciclos.

Protocolo de filtrado de calidad de secuencias y generaciéon de base de datos

Las sequencias generadas de cada linea de secuenciacién fueron procesadas utilizando
pipelines analiticos patentados por DArT. En el pipeline los archivos “fastq” fueron
procesados primeros para flitrar sequencias de baja o mala caludad, aplicando criterios de
seleccion mas estrictos que los de la regién del codigo de barras en comparacion con el
resto de la secuencia. De esa manera, las asignaciones de secuencias a muestras

especificas realizadas en el paso de “divisién del cédigo de barras” fueron muy confiables.

El filtrado se realizd en las secuencias sin procesar, utilizando los siguientes parametros:

Filtro, Parametros del filtro

Region del codigo de barras, puntuacion de aprobacién minima de Phred 30, porcentaje
de aprobacion minima 75

Lectura completa, puntuacion de aprobaciéon minima de Phred 10, porcentaje minimo de

aprobacion 50

Se obtuvieron y utilizaron aproximadamente 1.200.000 secuencias por muestra en el
llamado de marcadores moleculares SNPs o proceso de filtrado inicial. Finalmente,
secuencias idénticas se colapsaron o reunieron en archivos “fastqgcoll". Los archivos
fastqcoll fueron preparados o "groomed" utilizando el algoritmo patentado de DArT PL que
corrige las bases de baja calidad desde la etiqueta singleton hasta una base correcta
utilizando etiquetas colapsadas con multiples miembros como plantilla. Los archivos

fastqcoll "preparados” se utilizaron en el segundo paso analitico de los algoritmos de
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llamada SNP y SilicoDArT (presencia/ausencia de fragmentos de restriccion en la
representacion) patentados por DArT PL (DArTsoft14).

Para la llamada de los marcadores moleculares SNPs, todas las etiquetas de todas las
bibliotecas incluidas en el analisis DArTsoft14 se agrupan utilizando el algoritmo C++ de
DArT PL en la distancia umbral de 3, seguido del analisis de los grupos en loci SNPs
separados utilizando una variedad de parametros técnicos, especialmente el equilibrio de
los recuentos de lectura para los pares alélicos. Se agregaron criterios de seleccion
adicionales al algoritmo basandose en el analisis de aproximadamente 1000 poblaciones
cruzadas controladas. Las pruebas de distribucion mendeliana de alelos en estas
poblaciones facilitaron la seleccién de parametros técnicos que discriminaban bien las
variantes alélicas verdaderas de las secuencias paralogas. Ademas, se procesaron
multiples muestras desde ADN hasta la etapa de llamadas alélicas como réplicas técnicas
y se utilizé la coherencia de la puntuacidn como principal criterio de seleccién para
marcadores de alta calidad y baja tasa de error. La calidad de las llamadas estuvo
garantizada por una alta profundidad de lectura promedio por locus (el promedio en todos
los marcadores SNPs fue de 20 lecturas/locus) y se reflejo en una reproducibilidad de

marcadores SNPs muy alta (99,7%) basada en 23 réplicas técnicas de bibliotecas.

Del total de muestras, considerando las replicas biolégicas (controles positivos), y réplicas
de muestras almacenadas en etanol/RNALater, se retuvieron 368 muestras (Tabla 6), y
aplicando los filtros de calidad iniciales realizados por DArTseq PL retuvo un total de 354

individuos y un total de 48,065 loci SNPs (Tabla 9).

Las 368 muestras genotipadas para SNPs, provienen de tres 3 paises, Chile, Peru y
Nueva Zelanda y de diferentes afios de colecta (2007, 2008, 2010, 2011, 2021 y 2022),

con 35 localidades de muestreo, agrupadas en 16 areas (Figura 13, Tabla 6).
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Figura 13. Distribucion geografica de las 376 muestras de jurel Trachurus murphyi

analizadas mediante la tecnologia DarTseq ®. FIPA N°2021-28.
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Tabla 6. Informacién resumen de las muestras de jurel Trachurus murphyi del Pacifico Sur genotipadas para SNPs y su disposicion

para analisis estadisticos por area y localidad. FIPA N° 2021-28.

Nombre area Nombre localidad Acrénimo | AAo muestreo | LAT LONG Muestras por localidad Muestras por area

PERA Paita PAI 2007 -5,06 -81,26 5 25
Punta_Lobos_de_Afuera PLA 2008 -6,96 -80,69 15
Pimentel PMT 2010 -7,2 -81,28 5

PERB Chiclayo CHY 2012 -7,7 -79,83 5 25
Chimbote CHB 2010 -9,13 -80,18 5
Ancon ANC 2010 -11,83 -77,5 5
Cariete CNT 2010 -13,08 | -77,31 5
Tambo TMB 2010 -13,5 -77,2 5

PERC Olleros OLL 2010 -14,83 -77,33 5 20
Paracas PRC 2008 -14,38 -76,63 15

PERD Peru_oceanico POC 2022 -17,89 -77,93 18 18

CHIA Arica ARC 2022 -18,56 -70,38 14 28
Iquique_1 1QQ_1 2022 -19,88 -70,14 14

CHIB lquique_2 QQ_2 2011 -21,31 -70,16 15 30
Iquique_3 1QQ_3 2008 -21 -70,5 15

CHIC Mejillones MEJ 2022 -23,02 -70,88 15 15

CHID Caldera CAL 2022 -26,98 -70,88 31 31

CHIE Coquimbo CQB 2022 -30,1 -71,51 7 14
Guanaquero GNQ 2022 -30,12 -71,45 7

CHIF Topocalma TPC 2022 -33,85 -721 15 26
Golfo_de_Arauco 5 GAR_5 2021 -33,61 -73,64 11
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CHIG Golfo_de_Arauco_1 GAR_1 2022 -36,63 -73,71 2 45
Golfo_de_Arauco_2 GAR_2 2022 -36,46 -73,65 6
Golfo_de_Arauco_3 GAR_3 2021 -36,02 -73,15 11
Golfo_de_Arauco_4 GAR 4 2021 -36,48 -73,61 11
Talcahuano_1 THN_1 2011 -38,17 -73,75 15
CHIH Golfo_de_Arauco_6 GAR_6 2022 -38,08 -73,96 2 17
Golfo_de_Arauco_7 GAR_7 2022 -36,94 -73,75 1
Isla_Mocha_1 IsM_1 2022 -38,33 -74,04 7
Isla_Mocha_2 IsM_2 2022 -38,85 -73,75 7
CHII Niebla NBL 2022 -39,84 -73,43 14 14
CHIJ Talcahuano_2 THN_2 2007 -33,75 -79,63 15 15
CHIK Chiloé_oceanico CBO 2008 -44,13 -83,85 15 15
NWZA Nueva_Zelanda_1 NWZ_1 2008 -42,08 170,75 15 15
Nueva_Zelanda_2 NWZ_2 2011 -40 173 15 15
Total de
muestras 368 368
DarTseq ®
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Resultados D-loop

Extraccién de ADN, visualizacion y cuantificacién

El ADN gendmico total se obtuvo mediante el kit comercial de extraccién de ADN
gendmico AccuPrep (K-3032) siguiendo los pasos descritos por el distribuidor.

Especificamente se siguieron los siguientes pasos:

1) Homogenizar la muestra (25 - 50 mg) con un mortero, colocarlos en un tubo limpio de
1,5 ml y afadir 200 ul de TL Buffer.

2) Anadir 20 ul de proteinasa Ky 10 ul de RNasa A. Mezclar con vortex.

3) Incubar a 60°C durante 1 hora o hasta que el tejido esté completamente lisado.

4) Anada 200 ul de tampon GB y mezcle con vortex.

5) Agregue 400 ul de etanol absoluto y mezcle bien con pipeta.

6) Transfiera con cuidado el lisado al depésito superior del tubo de la columna de unién
(ajuste en un tubo de recoleccion) sin mojar el borde. Cerrar el tubo y centrifugar a 8.000
rom durante 1 min. Deseche la solucion del tubo de recoleccion y reutilice el tubo de
recoleccion.

7) Afadir 500 ul de tampdn WA1 sin mojar el borde, cerrar el tubo y centrifugar a 8.000
rom durante 1 min. Deseche la solucion del tubo de recoleccion y reutilice el tubo de
recoleccion.

8) Anadir 500 ul de tampdn W2 sin mojar el borde, cerrar el tubo y centrifugar a 8.000 rpm
durante 1 min. Deseche la solucidon del tubo de recoleccion y reutilice el tubo de
recoleccion.

9) Centrifugue una vez mas a 13.000 rpm durante 1 minuto para eliminar completamente
el etanol y compruebe que no haya ninguna gota adherida al fondo del tubo de la columna

de union.
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10) Transfiera el tubo de la columna de unién a un nuevo tubo de 1,5 ml para la elucién,
agregue 50-200 ul de tampdén EA al tubo de la columna de unién y espere al menos 1
minuto a temperatura ambiente (15-25 ° C). Centrifugar a 8.000 rpm durante 1 minuto

para eluir.

El extracto de ADN gendmico total fue visualizado mediante una matriz de agarosa al 1%
y tefido con bromuro de etidio para determinar el éxito de la extraccion (Figura 14), esto
es determinar si presenta ADN de alto peso molecular (> 10000 pb) o fragmentado. Se
determiné la calidad y cantidad de ADN extraido utilizando un Nanodrop, el cual registra
absorbancias a 230 nm (hidratos de carbono, péptidos, fenoles y combinaciones
aromaticas), 260 nm (ADN), 280 nm (proteinas y fenol) y 320 nm (turbidez) de cada
muestra. Ademas nos entrega la razéon de absorbancias A260/280 y A260/230, para

determinar la calidad de nuestro ADN.

Figura 14. Extraccion de ADN gendmico para muestras de Jurel. FIPA N°2021-28.
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Desarrollo marcador molecular mitochondrial Dloop en Trachurus murphyi

Para analizar el marcador molecular mitoncondrial Dloop de Trachurus murphyi se
utilizaron los partidores JUR1 5-CAGAAAAAGGAGACTCTAACTCCTG-3' v JUR2 5'-
TGCTTGCGGGGCTTTCTA-3' disefados por Cardenas et al. (2009), estos partidores
flanquean el fragmento de interés, obteniendo alrededor de 1000 pb al secuenciar forward
y reverse.

Con la finalidad de obtener haplotipos claros tanto en muestras antiguas (FIPA N°2007-
27) como muestras actuales (FIPA N°2021-28), obteniendo un mayor porcentaje de PCR
positivas y secuencias de ADN limpias en ambos sentidos del Dloop, se ensayaron
variadas condiciones de la reaccion PCR, tanto en concentraciones y tipos de reactivos
como en programas de amplificacion.

Finalmente, las condiciones de PCR que se seleccionaron para la totalidad de las
muestras son: un volumen final de 30 pl conteniendo 120 ng de ADN molde, 1.5 mM de
MgCI2, 1X de buffer 10x (0.1 M Tris—HCI, pH 8.5), 0.2 mM de dNTP mix, 0.2 pM de cada
primer, 1.5 U de Tag ADN polimerasa (Taq DNA polymerase recombinant, Invitrogen).
Con un programa de temperatura en un termociclador MJ Research PTC-200 con los
siguiente tiempos y temperaturas: un ciclo inicial de 94°C por 300 s, seguido de 33 ciclos
de 95°Cpor30s,54°Cpor120s, 72 ° C por 90 s y un ciclo final de 72 ° C durante 600
S.

Los fragmentos de la amplificacion por PCR del gen DLoop fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% y tefidos con SYBR Green ® para visualizarse
mediante un transiluminador led de luz azul (Safe ImagerTM, InvitrogenTM) (Figura 15).
Una vez terminado este proceso las muestras amplificadas exitosamente fueron enviadas
a Macrogen Korea para su purificacion y secuenciacion. La secuenciacion se llevo a cabo

utilizando un secuenciador ABI 3730xl, obteniendo secuencias de buena calidad y
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Optimas, de aproximadamente 800 pb (Figura 16) para los futuros analisis de diversidad

genética y diferenciacion poblacional.

Figura 15. Perfiles electroforéticos de la amplificacion del gen DLoop del ADN mitocondrial
de Trachurus murphyi. A: Programa de amplificacion PTC100, DLO, 120 ng de ADN. B:
Programa de amplificacion PTC200, ENGRA, 120 ng de ADN. MP: marcador de peso
molecular. FIPA N°2021-28.
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Figura 16. Segmentos de electroferogramas de secuencias del DLoop del ADN
mitocondrial de Trachurus murphyi. Obtenidas a traves de secuenciacion Sanger. FIPA
N°2021-28.
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Objetivo especifico 3

“Identificar y definir los limites geograficos de los grupos genéticamente divergentes que

se evidencien en el jurel (Trachurus murphyi) en agua del Pacifico Sur”

Metodologia

Metodologia SNPs

Identificacion de loci SNPs ligados al sexo

Antes de realizar el analisis a nivel poblacidn con los SNPs desarrollados, es
indispensable identificar y filtrar aquellos loci potencialmente ligados al sexo, pues la
utilizacion de estos loci en la base de datos para el analisis poblacional puede sesgar los

resultados, y generar patrones erréneos.

La identificacion de loci sexuales fueron obtenidas con un subconjunto del total de datos
utilizado en los analisis poblacionales (seccion siguiente). Generalmente para los estudios
de identificacion de loci asociados al sexo se realizan con un numero de muestras bajo
para ambos sexos (e.g., Gamble and Zarkower 2014; Gamble 2016), y posteriormente se
corrobora con un nimero mayor de muestras. En nuestro caso, utilizamos la informacién
de dos placas de secuenciacion DARTseq (n=186), los cuales son mas que suficiente

para identificar loci que pudiesen estar asociados al sexo.
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Proceso de filtrado y analisis exploratorio del conjunto de datos

Como primer paso, descartamos todos los individuos con sexo indeterminado (i.e., en que
no se haya determinado el sexo o que no confidbamos en el sexo registrado en la
inspeccion visual). A continuacion, realizamos tres pasos de filtrado a la base de datos
utilizando el paquete dartR v2.0.4 (Mijangos et al. 2022). Retuvimos: i) loci que mostraron
una reproducibilidad igual a 1.0, que se obtuvo de los individuos resecuenciados; ii) s6lo
un locus para aquellas secuencias que presentaron mas de un locus (i.e., loci secundarios
o loci ligado; parametro: "best"), y iii) loci que sélo estuvieran mapeados en el genoma de
referencia (i.e., cromosomas o scaffolds) de su pariente cercano, el jurel del Atlantico,
Trachurus trachurus (Genner et al. 2022; acceso al ensamblaje del GenBank:
GCA_905171665.2). Finalmente, eliminamos los loci monomorficos (no informativos).

Para los analisis exploratorios, obtuvimos primero un patron general de los datos
utilizando analisis multivariantes. Se simplificéd la complejidad de datos los SNP multilocus
reduciendo su dimensionalidad para preservar la mayor cantidad posible de variabilidad.
Para esto, utilizamos un analisis de componentes principales (PCA, en inglés) incluido en

el paquete adegenet v2.0 (Jombart 2008; Jombart and Ahmed 2011).

Identificacion del sistema de determinacion del sexo

Identificamos el sistema de determinacion del sexo para T. murphyi realizando pruebas
para los sistemas cromosomicos XY y ZW. Para un sistema "XY", esperamos que las
hembras sean homogameéticas para "XX" mientras que los machos son heterogaméticos
"XY". A la inversa, para un sistema "ZW", esperabamos que los machos fueran
homogameéticos "ZZ" mientras que las hembras fueran heterogaméticas para "XX". Para

identificar a cual de los sistemas de determinacion del sexo presenta T. murphyi,
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utilizamos los genotipos obtenidos de DArTseq™ convertidos como objeto genlight y la
funcién gl.report.sexlinked incluida en el paquete dartR. El conjunto de datos SNP
mostrara los genotipos que son heterocigotos en todos los individuos del sexo
heterogamético y homocigotos en todos los individuos del sexo homogamético para alelos
que so6lo estan presentes en el cromosoma Y/W y no en el cromosoma X/Z. Como
parametro, fijamos la tolerancia a 0,01 en ambos, en el sexo heterogamético (t.het) y

homogameético (t.hom).

Identificacion de loci ligados al sexo

Los loci ligados al sexo (i.e., marcadores asociados a machos o hembras) se identificaron
utilizando tres paquetes/funciones en R.

i) Utilizamos la funcién gl.report.sexlinked en dartR. Capturamos el mayor nimero de loci
vinculados al sexo, aumentamos la tolerancia a 0,45 de los parametros en el sexo
heterogamético (t.het) y el homogamético (t.hom). Este aumento nos permitié flexibilizar la
identificacion lo loci heterocigotos en macho o hembras comparado con la seccion anterior
“Identificacion del sistema de determinacién del sexo”. Luego, graficamos la
heterocigosidad de hembras y machos en cada SNP.

ii) La funcion filter.sex.linked de Robledo-Ruiz et al. (2022), llamada de aqui en adelante
funcién RRf, fue construida para ser utilizada, cuando no hay un genoma de referencia
disponible para la especie objetivo, o hay una sintenia menos conservada esta presente
entre el genoma estudiado y la referencia, o para cuando regiones de cromosomas
sexuales Y/W estan fragmentadas en scaffolds no mapeados a cromosomas. Esta funcion
parte del supuesto de que no deberia haber discrepancias en la tasa de puntuacién ni en
la heterocigosidad de los loci autosomicos entre machos y hembras. Asi, tomando ventaja
de este supuesto, cuando se trata de loci ligados al sexo, si existen tales diferencias
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(Robledo-Ruiz et al. 2022). De esta forma, es posible identificar loci que presentan
asociaciones al sexo. La funcién filter.sex.linked permite revelar loci asociados solo al
cromosoma “X/Z”, o solo al cromosoma “Y/W”, sélo loci ligados al sexo, gametologos (i.e.,
loci ligados a “XY” 0 “ZW”) y loci autosémicos (i.e., no sexuales). Esta funcion fue utilizada
usando los parametros por defecto.

iii) La estructura observada en los andlisis exploratorios nos proporciond una pista de que
las diferencias entre sexos pueden estar relacionadas con loci adaptativos altamente
divergentes. Asi, inferimos loci putativos atipicos asociados a esta diferencia realizando
un analisis de componentes principales (PCA) implementado en el paquete pcadapt
v4.3.3 (Privé et al. 2020). pcadapt asume que los marcadores que muestran una
asociacion sustancial con la estructura de la poblacidn se consideran indicadores
prospectivos de adaptacion local (Luu et al. 2017). A pesar del patrén obvio de dos grupos
en los analisis exploratorios, calculamos el niumero de componentes principales (K;
indicador de parametros: K =1 a 5) para comprobar si habia grupos ocultos en el conjunto
de datos. Aplicamos la regla de Cattell (Cattell 1966) para elegir el K que mejor se ajusta
a los datos, graficando la proporcion explicada por la varianza para cada valor K testeado
utilizando la funcién plot (parametro: opcién = screeplot). El valor 6ptimo estimado fue K =
2 como esperabamos. Calculamos la Tasa de Falsos Descubrimientos (FDR, en inglés)
de los valores p utilizando el paquete qvalue v.3.16 (Storey et al. 2022) y obtuvimos una
lista de loci adaptativos putativos asociados a las diferencias entre hembras y machos
(parametro para FDR, a=0.1).

La lista de loci obtenida a partir de las tres funciones descritas anteriormente se comparé
utilizando el paquete VennDiagram v.1.7.3 (Chen y Boutros, 2011). Los loci identificados
que fueron compartidos entre los tres paquetes/funciones de R (gl.report.sexlinked,
filter.sex.linked y pcadapt) fueron las que consideramos como loci ligados al sexo de alta

confianza.
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Mapeo de loci ligados al sexo a referencia genémica

Se utilizd el genoma de referencia de Trachurus trachurus (Genner et al.,, 2022), una
especie cercanamente emparentada para el mapeo de loci ligados al sexo.

El genoma de referencia de Trachurus murphyi se desarrollé durante este FIPA 2021-28,
pero debe ser anotado y revisado antes de ser utilizado. Ver detalles en Objetivo
especifico 6.

Una vez que todas las variantes obtenidas tras el proceso de filtrado fueron alineadas y
mapeadas contra el genoma de referencia de T. trachurus, mantuvimos Unicamente las
variantes mapeadas en uno de los 24 cromosomas del genoma de la especie. Se
construyé un grafico Manhattan para visualizar las variantes mapeadas utilizando el
paquete ggman v1.0 (Turner 2018). Contamos el nimero de variantes asociadas al sexo a
lo largo de cada cromosoma para cada paquetes/funciones de R (gl.report.sexlinked,
filter.sex.linked y pcadapt). Para ello, primero creamos un archivo con un tamafio de
ventana de 500K utilizando el programa Bedtools v2.29 (Quinlan 2014) (parametro:
makewindows -w 500000), y luego contamos estas variantes dentro de cada ventana a lo
largo de cada cromosoma (parametro: coverage -counts). Para visualizar la cobertura de
las variantes ligados al sexo, utilizamos el Rldeogram v1.0 (Hao et al. 2020). Finalmente,
inferimos la cobertura de la regién en el cromosoma donde las variantes ligadas al sexo

fueron mapeadas a lo largo del cromosoma sexual putativo.
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Analisis de diversidad genética y divergencia poblacionales

Filtrado y llamado de SNPs

Seguido de los controles de calidad usados por DArTseq TM (i.e., 48065 loci), realizamos
dos series de filtros de calidad.

En primer lugar, filtramos los loci ligados al sexo que estan en el cromosoma sexual
identificado en seccion anterior “Resultados: Mapeo de loci a referencia genémica”. Esta
practica es recomendable para evitar sesgos adicionales en las inferencias poblacionales,
ya que una diferenciacion altamente marcada del cromosoma sexual también puede
introducir sesgos en los analisis posteriores de diversidad genética y estructura
poblacional si estos son considerados como loci autosomicos (Robledo-Ruiz et al. 2022).
Utilizando el genoma de referencia de T. trachurus, identificd que el cromosoma 13 es uno
de los cromosomas sexuales. Para filtrar los loci de este cromosoma, se mapearon todos
los loci de la base de datos, para luego excluir de la base de datos todos los loci que se
encuentran en el cromosoma 13.

En segundo lugar, realizamos filtros mas estrictos para eliminar loci e individuos de baja
calidad. Eliminamos los loci que i) no alcanzan un 99% de reproducibilidad, ii) tienen una
tasa de llamado por locus inferior a 0.9, iii) individuos que mostraron una tasa de llamada
inferior a 0.8, y iv) todos los loci monomoérficos generados posterior al filtrado de
individuos. Todos estos filtros se realizaron con el paquete dartR v2.7.2 (Mijangos et al.

2022).
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Identificacion de loci potencialmente neutrales y adaptativos

Identificamos loci neutrales y adaptativos utilizando tres paquetes de R: i) pcadapt, ii)
OutFLANK, y un iii) analisis de redundancia. Estos programas fueron elegidos debido a
que tienen supuestos diferentes, lo que nos permiti6 aumentar la confianza en la
identificacion de los loci adaptativos.

i) utilizando el paquete de R pcadapt v4.3.3 (Privé et al. 2020) inferimos valores atipicos
asociados diferencias mediante un Analisis de Componentes Principales (PCA). pcadapt
asume que los marcadores que exhiben una asociacién sustancial con la estructura de la
poblacion se consideran como indicadores potenciales de adaptacion local (Luu et al.
2017). A pesar del patrén evidente de dos grupos en los andlisis exploratorios, calculamos
el numero de componentes principales (K; parametro flag: K = 1 a 5) para detectar grupos
ocultos en el conjunto de datos. Aplicamos la regla de Cattell (Cattell 1966) para elegir el
mejor K, graficando un grafico de pantalla utilizando la funcion plot (parametro flag: option
= "screeplot. Calculamos la Tasa de Falsos Descubrimientos (FDR, en inglés) de los
valores p utilizando el paquete gvalue v.3.16 (Storey et al. 2022) y obtuvimos una lista de
loci adaptativos putativos asociados a las diferencias entre hembras y machos (parametro
flag para FDR, a=0.1).

ii) utilizando el paquete de R OutFLANK v0.2 (Whitlock and Lotterhos 2015) se estimé la
verosimilitud en una distribucion truncada de valores FST para inferir la distribucion de
FST para marcadores neutros. Asi, esta distribucion fue utilizada para asignar valores q a
cada locus con el fin de detectar valores atipicos que puedan deberse a una seleccién
espacialmente heterogénea. Los parametros utilizados fueron LeftTrimFraction=0,05,
RightTrimFraction=0,05, HmIin=0,1, qthreshold=0,1. Left y Right TrimFraction
corresponden a la proporcién de loci que se truncan del extremo inferior y superior del
intervalo de FST antes de aplicar la funcion de verosimilitud. El parametro Hmin
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corresponde a la heterocigosidad minima requerida antes de incluir los calculos de un
locus y gthreshold es el umbral de FDR deseado para calcular los valores q.

iii) utilizando el paquete de R vegan v2.6-4 (Oksanen et al. 2015) se estimé un analisis de
redundancia (RDA). El RDA es un método multivariado versatil utilizado en la genémica
del paisaje para explorar la relacién entre factores genéticos y ambientales. Este identifica
loci que covarian con los predictores. En el RDA, los datos genéticos y ambientales se
analizan a través de un proceso de regresién multivariado, y los ejes candnicos se
obtienen mediante el Analisis de Componentes Principales (PCA) o métodos basados en
distancias como el dbRDA. En general, el RDA proporciona informacién valiosa sobre la
relacion entre la composicion gendémica y los factores ambientales en los estudios de
genomica del paisaje. En nuestro caso, no utilizamos variables ambientales, sino que
utilizamos la variacion espacial, esto es las coordenadas geograficas de los centroides de
cada agrupamiento de localidades. La latitud y longitud fueron las variables predictoras
utilizadas. En breve, se utilizé la matriz de genotipos y los loci faltantes (Missing data en
inglés) fueron imputados para con el genotipo mas comun por locus. Se estimo la
correlacion entre las variables predictivas para identificar si estas estan correlacionadas
(r=-0,4). Dado que no estan correlacionadas, se mantuvieron ambas variables. El RDA se
llevé a cabo utilizando la siguiente formula: rda(gen.imp ~ lat + long), donde “gen.imp”,
corresponde a la matriz de genotipos incluyendo los missing data imputados, “lat + long”™,
corresponde a las variables predictoras, estas ultimas fueron escaladas a varianza uno.
Se estimd el coeficiente de correlacion R2 (0,006115732) y este ajustado R2adj
(7,388245e-05), asi como los factores de inflacion de la varianza (vif en inglés) para la
latitud y longitud; en ambos casos el vif fue de 1,186. Se generaron biplots para el
conjunto de localidades y alelos.

Finalmente, todos los loci adaptativos putativos unicos (desde aqui llamados adaptativos)

obtenidos de pcadapt, OutFLANK y RDA fueron filtrados desde la base de datos de
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12,072 loci e incluidos en un unico conjunto datos. Los loci potencialmente neutrales
(desde aqui llamados neutrales), fueron obtenidos filtrando los loci adaptativos desde la
base de datos de 12,072 loci. Ambas bases de datos, neutral y adaptativa fueron usadas

para los analisis posteriores de diversidad genética y estructura poblacional (Tabla 9).

Estadisticos resumen de diversidad genética desde SNPs

Estimamos los siguiente estadisticos resumen de diversidad genética por localidad,
heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), nidmero privado de
alelos (PA) y coeficiente de endogamia (FIS). Todos estos parametros fueron estimados

en el paquete hierfstat v0.04-10 (Goudet 2005).

Estimadores de estructura genética poblacional

Para estimar la estructura genética poblacional de los datos neutrales y adaptativos
obtenidos se utilizaron cuatro aproximaciones: i) el indice de estructuracion poblacional
FST por pares de localidades, ii) un analisis de componentes principales (PCA, en inglés),
iil) un andlisis de discriminante de componentes principales (DAPC, en inglés), y iv) un
analisis bayesiano de agrupamientos genéticos.

i) Calculamos los valores de FST por pares para las poblaciones y realizamos pruebas de
significancia para cada par utilizando 10,000 permutaciones en el paquete STAMPP
(Pembleton et al. 2013). La estimacion de FST siguidé el método de Wright (1949), pero se
corrigio por el tamano desigual de las poblaciones segun la actualizacion de Weir y
Cockerham (1984) (ver Pembleton et al. 2013). Este analisis se completé para cada

conjunto de datos, neutral y adaptativo.
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i) El analisis de componentes principales (PCA en inglés), método multivariado que
permite resumir la variabilidad genética de set de datos fue realizado en el paquete de R
adegenet v.2.1.10 (Jombart 2008; Jombart and Ahmed 2011). A diferencia de estadisticos
genéticos tradicionales (FST) o bayesianos (STRUCTURE) que incorporan modelos
evolutivos (e.g., modelo de isla) o supuestos genéticos (i.e. poblaciones en H&W vy
ausencia de desequilibrio de ligamiento) (Jombart 2008), este analisis no incorpora tal
(i.e., método libre de hipodtesis; Rencher 2002a; Thia 2022), de manera que resume la
variabilidad global entre individuos, que incluye tanto la divergencia entre grupos (i.e., la
variabilidad genética estructurada), como la variacion que se produce dentro de los
grupos (i.e., variabilidad genética "aleatoria") (Jombart et al. 2010). Este analisis se llevo a
cabo desde los datos de frecuencia alélica (funcion: tab) y los datos faltantes fueron
reemplazados por la media de la frecuencia alélica del SNP dado (parametro: NA.method
= "mean"). Se calculé el porcentaje de varianza para cada eje. Esto se realiz6 para ambos
sets de datos, neutral y adaptativo.

iii) El analisis de discriminante de componentes principales (DAPC) que se enfoca en la
variabilidad entre grupos fue realizado en el paquete de R ADEGENET v.2.1.10 (Jombart
2008; Jombart and Ahmed 2011). El analisis de discriminante que incluye el analisis,
define un modelo en el que la variacion genética se divide en un componente entre grupos
y otro dentro de grupos, y produce variables sintéticas que maximizan el primero y
minimizan el segundo (Jombart et al. 2010). Asi, resume la diferenciacion genética entre
grupos, minimizando la variacion intragrupo, logrando la mejor discriminacion de los
individuos en grupos predefinidos (i.e., areas). Similar a PCA, no esta sujeto a modelos o
supuestos genéticos, sin embargo, DAPC es un método basado en hipotesis (Rencher
2002b; Thia 2022). Este analisis se llevé a cabo realizando primero un PCA desde los
datos de frecuencia alélica (funcién: tab), donde los datos faltantes fueron reemplazados

por la media de la frecuencia alélica del SNP dado (parametro: NA.method = "mean").
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Posteriormente se realizé una validacion cruzada para encontrar el numero 6ptimo de
componentes principales (PCs en inglés) a retener en el DAPC (funcién: xvalDapc;
resultado obtenido 200 PCs). EI DAPC se llevé a cabo utilizando las areas como
informacién a priori. Se calculd el porcentaje de varianza para cada eje. Esto se realizod
para ambos sets de datos, neutral y adaptativo.

iv) El analisis bayesiano de agrupamientos genéticos se llevo a cabo ya que los modelos
bayesianos capturan la estructura genética poblacional describiendo la variacion genética
en cada poblacion utilizando una distribucién de probabilidad posterior conjunta separada
sobre los loci, por lo que incorporan la incertidumbre en los andlisis. Se utilizé el programa
STRUCTURE v.2.3.3 (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003) para conducir los analisis,
ya que este programa capaz de cuantificar la proporcion de genoma individual de cada
poblacion inferida sin necesidad de determinar las poblaciones a priori. Este programa
asume equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento dentro de cada grupo genético (i.e.,
poblaciones). Para identificar el nUmero mas probable de poblaciones (K), se testeo un
rango de K entre 1 a 6 (K=1 — 6; numero maximo observable en DAPC), donde K=1
significa que los datos genéticos dan cuenta de una sola poblacion (no hay estructuracion)
y K=n que los datos dan cuenta de “n” poblaciones en el set de datos analizados. Los
datos genéticos utilizados correspondieron a genotipos SNPs multilocus de cada
individuo. Los parametros de los analisis usados fueron: un modelo con mezcla, sin
mezcla, y con frecuencias alélicas correlacionadas, cada K se tested por cinco réplicas de
forma independiente, se usé 50000 iteraciones iniciales no utilizadas en el analisis
(burning en inglés), y 100000 iteraciones de analisis muestreando cada 1000. Todos los
analisis se realizaron utilizando las areas como informacién a priori para mejorar la
deteccion de estructura cuando éstas podian ser débiles (Hubisz et al. 2009). Para

identificar cual K testeados es el mas probable en el set de datos, se estimod el indice AK
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de Evanno (Evanno et al. 2005). Este se basa en la tasa de cambio de la probabilidad

logaritmica de los datos entre valores K sucesivos (i.e., K=1 — 6).

Distancias genéticas

La distancia genética por pares de localidades estimada fue la de cuerda de Cavalli-
Sforza & Edwards (Dch) (Cavalli-Sforza and Edwards 1967). Se utilizé la distancia Dch ya
que se ha demostrado que refleja mejor la topologia de los nodos de ramificacién entre
submuestras o especies (Takezaki and Nei 1996), asi como también refleja las distancias
geograficas con mayor precision que la distancia alélica compartida (DSA en inglés,
Bowcock et al. 1994) y el FST, y ademas es la distancia genética mas robusta a la
interferencia de alelos nulos en ese sentido (Séré et al. 2017). De esta manera, la
distancia Dch es confiable para las estimaciones de aislamiento por distancia (Wright
1943), donde se relaciona la distancia genética con la distancia geografica. La distancia

genética de cuerda de Cavalli-Sforza & Edwards fue calculada en el paquete HIERFSTAT.

Metodologia ADN Mitocondrial

Analisis de datos mitocondriales

Las secuencias crudas, una vez obtenidas, fueron revisadas individualmente para
identificar errores visibles de secuenciacion (de haberlos). Posteriormente, se realizé un
alineamiento multiple de secuencias para asi continuar con los analisis posteriores. Los
cromatogramas alineados fueron nuevamente revisados visualmente, y adicionalmente se
corrigieron errores de secuenciacion. El alineamiento, asi como la edicion de

cromatogramas se realiz6 utilizando el programa CodonCode Aligner™ v4 (2004).
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Estimadores de diversidad genética

La obtencion de los parametros basicos de diversidad genética como el numero de
haplotipos (h), diversidad haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (11) y el numero de
sitios segregados (S) fueron calculados utilizando el programa DnaSP v 5.10.01 (Librado
and Rozas 2009). Estos parametros de diversidad genética nos indican el nivel de
variabilidad presente en nuestro set de datos. Cada parametro fue obtenido para cada

area asi como para el total de los ejemplares.

Cambios demograficos desde ADNmt

Para identificar cambios demograficos en T. murphyi utilizamos dos aproximaciones. Por
un lado, utilizamos el test de neutralidad, D de Tajima (Tajima 1989) en el programa
DNAsp. Especificamente, evaluaremos si los indices presentan desviaciones al equilibrio,
donde valores negativos del indice indicaran que la poblacién esta en un proceso de
expansiéon demografica. Por otro lado, la historia demografica sera inferida utilizando el
analisis de distribucidon mismatch (i.e. distribucién de frecuencia de las diferencias
pareadas entre haplotipos), analisis incorporado en el programa DNAsp (Librado and
Rozas 2009). En esta aproximacién, las poblaciones que han experimentado una
expansion rapida en el pasado reciente mostraran una distribuciéon unimodal, mientras las
poblaciones en equilibrio demografico mostraran distribuciones multimodales (Rogers and
Harpending 1992). Este analisis de distribucién mismatch, bajo el supuesto de neutralidad
selectiva, también puede ser utilizado para evaluar los posibles acontecimientos histéricos
de crecimiento y descenso demografico (Rogers and Harpending 1992; Rogers 1995). Las
distribuciones tedricas bajo los modelos de tamafio poblacional constante y de expansion
rapida seran comparadas con los datos observados. Mientras que con el primer modelo
se espera que la poblacion sea estable en el tiempo (modelo constante), con el segundo

modelo, la poblacion original que estuvo en equilibrio (8y) T generaciones atras,
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rapidamente se expande alcanzando un nuevo tamafo (01). Se estimara el indice de
rugosidad (Raggedness index, r; Harpending 1994) con la finalidad de cuantificar si la
poblacion ha permanecido estable en el tiempo (valores r altos) o ha presentado

expansion poblacional en el pasado (valores r bajos).

Relaciones genealdgicas entre haplotipos

Con la finalidad de resolver relaciones genealdgicas no resueltas, producto de mutaciones
o haplotipos no muestreados, utilizamos un algoritmo filogenético ajustado al modelo de
evolucién de secuencias y a la migracion, incorporado en el programa Haploviewer v1
(Salzburger et al. 2011). Para llevar a cabo este analisis, previamente estimamos el
modelo de evolucion de secuencias que mejor se ajusta al gen D-LOOP en T. murphyi.
La estimacion del modelo de evolucion fue llevada a cabo en el programa Jmodeltest 2
(Darriba et al. 2012), utilizando el Criterio de Informacion de Akaike (Akaike 1974) como
medida de la calidad relativa de los modelos testeados. Paralelamente, se generara una
reconstruccion filogenética usando una aproximacion de Maxima Verosimilitud para el
modelo que mejor se ajustdé a nuestros datos en el programa PHYML 3.0 (Guindon et al.
2010). Finalmente, se construyd una representacion grafica de las relaciones

genealdgicas de cada haplotipo incorporando ademas la frecuencia de estos.

Identificacion y distribucion espacial de haplotipos

Se realizd la representacion espacial de los haplotipos obtenidos a partir de la totalidad de
muestras, a través de graficos de torta para visualizar como estos se encuentran

distribuidos a lo largo de la distribucion del Jurel.
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Resultados

Resultados SNPs

Identificacion de loci sexuales
Proceso de filtrado y analisis exploratorio del conjunto de datos

La base de datos inicial entregada por DArTseq PL, de dos placas de secuenciacion,
tuvo un total de 54,110 loci y 186 individuos (Tabla 7). Del proceso de filtrado se excluyé:
i) 43 individuos que presentaron sexo indeterminado, ii) 8,018 loci monomorficos (i.e., no
informativos) generados al eliminar los individuos del paso anterior, iii) 8,184 loci con
valores de reproducibilidad menor que 1, iv) 11,685 loci ligados, y v) 6,414 loci que no
fueron mapeados en el genoma de referencia de T. trachurus. La base de datos final para
la identificacion de loci ligado al sexo fue de 19,809 loci en 143 individuos (i.e., 72 machos

y 71 hembras) (Tabla 7).

Tabla 7. Numero de loci e individuos después de cada etapa de filtrado y loci asociados al

sexo para cada paquete/funcion en R.

Filtro N°Ind N°loci % loci filtrados

DArTseq 186 54,110 0

Sexo indeterminado 143 46,092 14,8
Reproducibilidad 143 37,908 17,8
Loci secundarios 143 26,223 30,8

Loci mapeados 143 19,809 24,5

dartR’ 143 20
RRf? 143 83
pcadapt® 143  215*

98



'loci putativos ligados al sexo obtenido desde el paquete dartR, “desde la funcién

Robledo-Ruiz et al. (2022), y ® desde el paquete pcadapt.

ElI PCA exploratorio revelé dos grupos claramente diferenciados por sexos (Figura 17).
La varianza explicada por los ejes 1 y 2 para el conjunto de datos fue baja, 1,2 para el gje

1y 1,0 para el eje 2 (Figura 17).

Figura 17. Resultados del analisis de componentes principales coloreado por sexo.
Diagrama de dispersion de genotipos individuales usando informacién de 19,809 loci
(Tabla 7). Cada circulo corresponde a un individuo mientras que el color rosa corresponde
a individuos hembras (F, Female en inglés) y celeste a individuos machos (M, Male en
inglés). En ambos diagramas se muestran los porcentajes de varianza explicados por los

ejes 1y 2 del analisis.
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Identificacién del sistema de determinacion del sexo en T. murphyi

El andlisis para identificar el sistema de determinacién sexual que presenta T. murphyi
mostro alelos monomoérficos para el cromosoma Z y alelos privados para el cromosoma
W. Estos aparecieron como genotipos heterocigoéticos en todas las hembras, mientras que
fueron homocigoticos en todos los machos. Al utilizar los estrictos parametros de la
funcion gl.report.sexlinked al 1%, dos loci soportaron a hembras heterogaméticas, y
apoyan la evidencia de un sistema de determinacién del sexo ZW (Figura 18; circulo

verde).

Figura 18. Resultados del analisis para identificacion de sistema de determinacion sexual.
Diagrama de dispersién de genotipos heterocigotos individuales para machos y hembras
usando informacion de 19,809 loci (Tabla 7). Cada circulo corresponde a un locus en
funcion de su heterocigosidad por sexo. Circulos en color verde (n=2; no observable en la
figura debido a sobreposicion) corresponde a loci fijados (0,01) y circulos en color rojo

(0,45), que apoyan un sistema de determinacion sexual de hembras heterocigotas (ZW).
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Identificacién de loci ligados al sexo en T. murphyi

Los tres diferentes paquetes/funciones utilizadas para asociar loci a los sexos macho y
hembra mostraron diferente niumero de loci (Figura 19). El paquete dartR identificd 20 loci
ligados al sexo utilizando un valor de tolerancia de (0,45), lo que soporta un sistema de
determinacion del sexo ZW en T. murphyi (Figura 18; circulo rojo). La funcion RRf
identificé 83 loci asociados al sexo. Especificamente, la funcion RRf identifico 14 loci
ligados al cromosoma “W”, 1 locus ligado al cromosoma “Z”, 48 loci ligados al sexo, y 20
loci gametologos (i.e., loci ligados a “ZW?”). El paquete pcadapt identificd 215 loci atipicos
que explican las diferencias entre machos y hembras. En general, los tres paquetes

diferentes compartieron 20 loci (Figura 19).

Figura 19. Diagrama de Venn comparando los loci ligados al sexo identificados para los
paquetes dartR, RRf y pcadapt. El circulo en la interseccién que resalta 20 corresponde a

loci compartidos para los tres paquetes.
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Mapeo de loci a referencia genémica

La distribuciéon de loci asociados a diferencias entre sexos que fueron alineados con la
referencia del genoma de T. frachurus estuvieron distribuidos en cada uno de los
cromosomas Y difirieron entre paquetes de los paquetes/funciones de R (Tabla 8). Para el
paquete DartR, los 20 loci ligados al sexo se distribuyeron en el cromosoma 13 (Figura
20; Tabla 8).Los 83 loci encontrados usando la funciéon RRf estuvieron distribuidos en
todos los cromosomas excepto en el 2, 5, 7, 8, 12 y 15, mientras que los loci identificados
por pcadapt estaban distribuidos en todos los cromosomas (Tabla 8). Para la funcion RRf,
especificamente, encontramos que de los loci ligados al cromosoma “W” (n=14), nueve se
mapeaban en el cromosoma 13, y un locus en los cromosomas 14, 17, 18, 19, y 23,
mientras que el unico locus ligado al cromosoma “Z” se distribuyd en el cromosoma 14.
Todos los gametologos “ZW” se distribuyeron en el cromosoma 13 (Figura 20; Tabla 8),
mientras que para los loci ligados al sexo se distribuyeron en todos los cromosomas

exceptoenel 2,5,7,8,12,14, 15,17, 19y 23 (Tabla 8).
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Tabla 8. Frecuencia de loci ligados al sexo por cromosoma en Trachurus murphyi

RRf
Chr dartR RRf pcadapt shared W-linked Z-linked Sex-biased Gametolog
1 0 1 4 0 0 0 1 0
2 0 0 14 0 0 0 0 0
3 0 1 10 0 0 0 1 0
4 0 3 8 0 0 0 g 0
5 0 0 6 0 0 0 0 0
6 0 1 8 0 0 0 1 0
7 0 0 6 0 0 0 0 0
8 0 0 7 0 0 0 0 0
9 0 1 8 0 0 0 1 0
10 0 2 6 0 0 0 2 0
11 0 1 10 0 0 0 1 0
12 0 0 8 0 0 0 0 0
13 20 58 51 20 9 0 29 20
14 0 2 3 0 1 1 0 0
15 0 0 7 0 0 0 0 0
16 0 1 2 0 0 0 1 0
17 0 1 6 0 1 0 0 0
18 0 3 8 0 1 0 2 0
19 0 1 12 0 1 0 0 0
20 0 2 8 0 0 0 2 0
21 0 1 4 0 0 0 1 0
22 0 1 9 0 0 0 1 0
23 0 1 3 0 1 0 0 0
24 0 2 7 0 0 0 2 0

Figura 20. Diagrama de Manhattan de las variantes identificadas mapeadas en el genoma
de referencia de Trachurus trachurus. Cada circulo corresponde a un locus, colores grises
y azules utilizados para separar visualmente los cromosomas. Los circulos rojos indican

los 20 loci ligados al sexo identificados compartidos por los tres paquetes/funciones de R.
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El mayor numero de variantes, de loci asociados al sexo, estuvieron distribuidas en el
cromosoma 13 del genoma de referencia de T. trachurus (i.e., dartR= 20; RRf= 58;
pcadapt= 51) (Tabla 8). La cobertura de la regién en el cromosoma 13 donde las variantes

ligadas al sexo estuvieron distribuidas cubrieron cerca de 35 megabases (Figura 21).

Figura 21. Ideograma localizando los 20 loci ligados al sexo en el genoma de
referencia de Trachurus trachurus. Los recuadros rojos a lo largo del cromosoma 13 dan

una idea de la cobertura de los loci asociados al sexo.

Analisis genéticos poblacionales en Trachurus murphyi

Filtrado y llamado de SNPs

Los filtros de calidad iniciales realizados por DArTseq PL retuvo un total de 354

individuos y un total de 48,065 loci (Tabla 9). De los filtros posteriores se excluyo: i) 1075

loci del cromosoma sexual, ii) 14,298 loci con valores de reproducibilidad menor o igual a
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0.99, iii) 17,163 loci tuvieron una tasa de llamado por locus menor a 0.9, iv) 22 individuos
que tuvieron una tasa de llamado por individuos menor a 0.8, y vi) 3,457 loci
monomorficos (i.e., no informativos). La base de datos para la identificacion posterior de

loci neutrales y adaptativos fue 12,072 loci en 332 individuos (Tabla 9).

Tabla 9. Numero de loci e individuos después de cada etapa de filtrado en Trachurus

murphyi
Filtro N°loci N°Ind %Reduccion
DArTseq 48,065 354 1,075
Loci en cromosoma sexual 46,990 354 14,298
Reproducibilidad (thr= 0.99) 32,692 354 17,163

Tasa de llamado loci (thr= 0.9) 15,529 354 O

Tasa de llamado muestra (thr= 0.8) 15,529 332 3,457

Loci monomorficos 12,072 332
Loci adaptivos 484 332
Loci neutrales 11,588 332

Identificacién de loci potencialmente neutrales y adaptativos

Los tres paquetes de R utilizados para identificar loci adaptativos (i.e., pcadapt,
OutFLANK, y RDA) identificaron diferente numero de loci. El paquete pcadapt identifico 28
loci, mientras que OutFLANK 7 loci y RDA 451 loci. Ningun loci fue compartido por los tres
paquetes de R, sin embargo, entre OutFLANK-RDA y pcadapt-RDA se compartié un locus
por cada par de paquetes (Figura 22). Todos los loci adaptativos putativos Unicos (desde

aqui llamados adaptativos) obtenidos desde pcadapt, OutFLANK y RDA fueron 484, los
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cuales fueron filtrados desde la base de datos total de 12,072 loci e incluidos en un unico
conjunto datos (i.e., set de datos adaptativo). Los loci potencialmente neutrales (desde
aqui llamados neutrales), fueron obtenidos excluyendo los loci adaptativos desde la base

de datos total. Finalmente, se obtuvieron 11,588 loci neutrales y 484 adaptativos.

Figura 22. Diagrama de Venn comparando para identificar loci entre los paquetes

OutFLANK, RDA y pcadapt.

Estadisticos resumen de diversidad genética en Trachurus murphyi

Las estimaciones de diversidad genética fueron similares entre si, con algunas
pequenas diferencias (Tabla 10). Para el set de datos neutral, la heterocigosidad
observada (Ho) oscilé entre 0.0284 a 0.0339, donde el minimo lo mostraron las areas
CHIA y ChiC, mientras que el maximo se observd en Chil. La heterocigosidad esperada
(He) oscilo entre 0.0348 a 0.0384, donde el minimo lo mostré el area NwzA, mientras que
el maximo se observd en ChiK. El coeficiente de endogamia (Fis) oscilé entre 0.0648 a
0.1470, donde el minimo lo mostré el area Chil, mientras que el maximo se observé en

PerD. El numero de alelos privados (PA) oscil6 entre 0 a 659, donde el minimo lo mostré
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el area NwzA, mientras que el maximo se observd en ChiB. Para el set de datos
adaptativo, la heterocigosidad observada (Ho) oscilé entre 0.0180 a 0.0510, donde el
minimo lo mostré el area Chil, mientras que el maximo se observdé en NwzA. La
heterocigosidad esperada (He) oscild entre 0.0138 a 0.0693, donde el minimo lo mostré el
area ChiC, mientras que el maximo se observd en NwzA. El coeficiente de endogamia
(Fis) oscild entre 0.0605 a 0.2621, donde el minimo lo mostro el area Chil, mientras que el
maximo se observo en PerD. El nimero de alelos privados (PA) oscilé entre 0 a 450,
donde el minimo lo mostraron todas las areas de Peru y Chile, exceptuando PerA con 3,
Chil y ChiK con 4 cada una, mientras que el maximo se observé en NwzA. En general, el
numero de alelos privados para las muestras de Nueva Zelanda en ambos sets de datos
muestras diferencias cualitativas considerables, con 0 para los datos neutrales y 450 para

los datos adaptativos (Tabla 10).

Tabla 10. Estadisticos resumen de diversidad genética para loci neutrales y adaptativos

neutral adaptivos
Area N Ho He PA FIS Ho He PA FIS

0.030 0.036 59 0.117 0.015 0.018 0.134
PerA 22 3

5 9 4 0 8 6 4

0.030 0.036 42 0.110 0.015 0.019 0.158
PerB 25 0

7 8 9 8 8 6 6

0.030 0.037 32 0.115 0.014 0.017 0.108
PerC 19 0

7 2 8 9 7 9 5

0.028 0.036 32 0.147 0.012 0.019 0.262
PerD 16 0

7 6 3 0 8 3 1

ChiA 28 0.028 0.035 48 0.151 0.010 0.016 0 0.214
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ChiB

ChiC

ChiD

ChiE

ChiF

ChiG

ChiH

Chil

ChiJ

ChiK

27

14

29

13

23

27

18

14

15

14

NzwA 28

0.031

0.028

0.030

0.030

0.030

0.030

0.031

0.033

0.029

0.032

0.029

0.038

0.035

0.036

0.036

0.037

0.036

0.037

0.037

0.035

0.038

0.034

65

23

50

20

41

42

35

19

28

27

0.125

0.123

0.107

0.100

0.121

0.113

0.116

0.064

0.119

0.115

0.113

0.015

0.011

0.013

0.013

0.012

0.015

0.014

0.018

0.012

0.013

0.051

0.019

0.013

0.017

0.020

0.016

0.018

0.016

0.020

0.016

0.018

0.069

3

0.122
0

2

0.129
0

9

0.142
0

4

0.198
0

7

0.183
0

9

0.095
0

9

0.112
0

8

0.060
4

5

0.195
0

7

0.206
4

0
45 0.186
0 3
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Estimadores de estructura genética poblacional en Trachurus murphyi

Los valores del indice Fsr por pares de localidades para el set de datos neutral

mostraron valores bajos de diferenciacion poblacional (Tabla 11). Valores significativos

fueron identificados principalmente entre las areas Chil, ChiJ, y ChiK con el resto de areas

testeadas. NwzA mostro diferencias solo con estas mismas tres areas mas no con la

demas del resto de Chile y Pera.

Tabla 11. indice Fsr por pares de localidades (bajo la diagonal) y valores de probabilidad

significativos (sobre la diagonal) para datos neutrales.

PerA PerB PerC PerD ChiA ChiB ChiC ChiD ChiE ChiF ChiG ChiH Chil ChiJ Chik NwzA
PerA 0,0057 0,0158
PerB -0,00045 - 0,0467 0,0001 0,0002 0,0012
PerC -0,00166 0,00092 - [}
PerD 0,00002 0,00128 -0,00037 - 0,0262 0,0051 0,0224
Chia -0,00005 -0,00011 -0,00021 0,00086 - 0,0052 0,0062 0,0056
ChiB -0,00057 -0,00017 -0,00057 0,00076 -0,00001 ¢ 0,0019 00219
ChiC 0,00174 0,00171 0,00098 0,00112 0,00239 0,00111 - 0,0049 0,015 0,0495 2 00001 00129
ChiD -0,00049 -0,00002 -0,00120 0,00111 -0,00005 -0,00101 0,00122 - 0 0,0023
ChiE 0,00019 0,00009 -0,00120 0,00089 -0,00030 -0,00127 0,00324 0,00049 - 0 0,0168
ChiF 0,00020 0,00021 -0,00026 0,00184 0,00031 -0,00021 0,00208 0,00049 0,00008 0,0001 0,001 o
ChiG -0,00077 0,00024 0,0001&8 0,00044 -0,00004 -0,00028 0,00150 -0,00014 0,0007¢ 0,00042 - 4} 0 00147
ChiH -0,00076 0,00021 -0,00163 -0,00088 0,00070 -0,00026 0,00068 -0,00017 0,00027 0,00058 0,00020 - 0,002 00002 0,0217
Chil 0,00243 0,00365 0,00392 0,00274 0,00256 0,00323 0,00618 0,00378 0,00515 0,00449 0,00376 0,00308 - 4 0 [
ChiJ 0,00211 0,00405 0,00045 0,00118 0,00247 0,00294 0,00543 0,00272 0,00288 0,00340 0,00325 0,00380 0,00840 0,0001 [4]
Chik 0,00119 0,00301 0,00084 0,00254 0,00136 0,00179 0,00279 0,00128 0,00121 0,00333 (,00201 0,00228 0,00629 0,00467 0
NwzA -0,00024 -0,00030 -0,00012 0,00097 -0,00054 -0,00099 0,00144 -0,00022 -0,00041 0,00043 (,00005 -0,00004 0,00328 0,00328 0,00350 -

a =0,05; a=0,01;

a = 0,001; bonferroni a = 2,71739E-07

Mientras que, los valores del indice Fsr por pares de localidades para el set de datos

adaptativos también mostraron valores bajos de diferenciacién poblacional, aunque

mayores que los datos neutrales (al menos 1 orden de magnitud mayor) (Tabla 12).

Valores significativos fueron identificados principalmente entre el area NwzA con el resto

de areas de Chile y Peru, exceptuando las areas Chil, Chid, y ChiK.
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Tabla 12. indice Fsr por pares de localidades (bajo la diagonal) y valores de

probabilidad significativos (sobre la diagonal) para datos adaptativos.

PerA PerB  PerC  PerD ChiA ChiB ChiC ChiD ChiE Chif  ChiG  ChiH  Chil ChiJ Chik  NwzA
PerA - 0,0153 0
PerB  -0,0052 0
PerC  -0,0124 -0,0049 - 0,0001
PerD  0,0105 -0,0013 0,0036 - 0,0181 0,0109
ChiA  0,0038 -0,0043 -0,0020 -0,0045 - 0
ChiB  -0,0075 -0,0048 -0,0114 0,0066 0,0008 - 0,0489 0
ChiC 00,0090 0,0109 0,0075 0,0065 -0,0065 0,0057 - 0,049 0,0325
ChiD  0,0075 0,0016 0,0093 0,0045 -0,0021 0,0050 -0,0038 - 0,0499 0,041 0
ChiE  0,0123 0,0069 0,0038 -0,0045 -0,0044 -0,0016 0,0151 0,0087 -
ChiF  0,0032 -0,0016 -0,0058 0,0038 -0,0013 0,0002 0,0048 0,0075 0,0189 - 0
ChiG  0,0048 -0,0013 -0,0027 0,0061 -0,0008 0,0024 0,0185 0,0131 0,0114 -0,0082 - 0,0284 0
ChiH -0,0019 -0,0059 -0,0052 0,0059 -0,0071 -0,0007 0,0126 -0,0063 0,0060 -0,0022 -0,0038 - 0,0058
Chil 0,0193 0,0075 0,0125 0,0185 0,0088 0,0134 0,0204 0,0080 0,0139 0,0078 0,0036 0,0012

ChiJ 0,0100 0,0102 0,0076 0,0082 -0,0058 0,0051 0,0061 0,0081 0,0020 0,0088 0,0143 0,0094 0,0101 -
Chik 0,0144 0,0026 0,0105 0,0000 -0,0050 0,0042 0,0069 0,0019 -0,0111 0,0092 0,0086 -0,0057 0,0017 0,0045
NwzA 0,0131 0,0154 0,0130 0,0109 0,0187 0,0151 0,0037 0,0170 0,0036 0,0160 0,0205 0,0077 0,0047 0,0062 0,0039

a=0,05; a =0,01; a=0,001; bonferroni a = 2,71739E-07

El analisis de componentes principales muestra ligeras diferencias en los patrones de
dispersién de los individuos segun el set de datos analizado (Figura 23). El conjunto de
datos de loci neutros mostro un patron de distribucion homogéneo de los individuos de las
diferentes areas analizadas (Figura 23A), mientras que el conjunto de datos de loci
adaptativos mostro un set de individuos que se alejaron de la nube principal de puntos
(Figura 23B). Estos sin tener un patrén geografico especifico. La varianza explicada por
los ejes 1 y 2 para el conjunto de datos de loci neutros fue baja, 0,6 para ambos ejes,
mientras que para el conjunto de datos de loci adaptativos aumento a 6,1 para el eje 1y
4,1 para el eje 2. En general, en ambos conjuntos de datos, no se observé un patrén

geografico de agrupamiento de los individuos analizados.
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Figura 23. Resultados del analisis de componentes principales. Diagrama de dispersion
de genotipos individuales usando informacion de 11588 loci neutrales (A) y 484 loci
adaptativos (B). Cada circulo corresponde a un individuo mientras que los diferentes
colores de estos corresponden a las diferentes areas utilizadas en el analisis. En ambos
diagramas se muestran los porcentajes de varianza explicados por los ejes 1 y 2 del

analisis.

El analisis de discriminante de componentes principales muestra grandes diferencias
en los patrones de dispersién de los individuos segun su origen geogréfico para los dos
sets de datos analizados (Figura 24). El conjunto de datos de loci neutros mostro un
patron donde al menos se identifican cuatro agrupaciones, i) una que incorpora las areas
analizadas de Peru, Chile (excepto tres areas) y Nueva Zelanda (i.e. nube central y
principal de puntos en Figura 24A), ii) otra que incorpora solo individuos del area Chil, iii)
otra que incorpora solo individuos del area ChiJ, y iv) una ultima que incorpora solo
individuos del area ChiK. La varianza explicada por los principales ejes en el set de datos
neutral fue 14,1% para el primero, mientras que 12,3% para el segundo.

Contrastantemente, el conjunto de datos de loci adaptativo mostro un patrén donde se

111



identifican claramente al menos dos agrupaciones (Figura 24B), i) una que incorpora las
areas analizadas de Peru y Chile y ii) otra que incorpora solo las muestras provenientes
de Nueva Zelanda. La varianza explicada por los principales ejes en el set de datos
adaptativo fue 82,6% para el primero, mientras que 3,9% para el segundo. El aumento de
la variacion explicada por el primer eje fue de 5,8 veces en el set de datos adaptativo,
comparado con el set neutral. En resumen, ambos conjuntos de datos mostraron patrones

geograficos de agrupamiento de los individuos analizados contrastantes.

Figura 24. Resultados del andlisis de discriminante de componentes principales.
Diagrama de dispersion de genotipos individuales usando informacion de 11588 loci
neutrales (A) y 484 loci adaptativos (B). Cada circulo corresponde a un individuo mientras
que los diferentes colores de estos corresponden a las diferentes areas utilizadas en el
analisis. En ambos diagramas se muestran los porcentajes de varianza explicados por los

ejes 1y 2 del analisis.

El andlisis bayesiano de agrupamientos genéticos para el conjunto de datos
adaptativos mostré un mismo K estimado (i.e. K=2), pero con diferencias en la proporcion

de mezcla segun el modelo utilizado (Figura 25). En el conjunto de datos asumiendo un
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modelo de mezcla, el analisis identific6 dos grupos genéticos mas probables (K=2) en la
distribucion geografica analizada. Con una mezcla que va entre un 4 — 15 % en los
resultados con un modelo de mezcla (Figura 25A) y un 100 % con un modelo sin mezcla
(Figura 25B).

Mientras, para el conjunto de datos asumiendo un modelo sin mezcla, el analisis
también identificod dos grupos genéticos mas probables (K=2) en la distribucion geografica
analizada (Figura 25B). En ambos casos, los grupos genéticos identificados fueron: i) uno
que incorpora la totalidad de muestras de las areas obtenidas en el océano pacifico sur
oriental (areas de Chile y Peru) y ii) otro que incorpora solo las muestras provenientes del

area NwzA (Figura 25).

Figura 25. Resultados del analisis bayesiano de agrupamientos genéticos en loci
adaptativos. Barras verticales representan un vector de coeficientes de pertenencia

(valores Q) de genotipos individuales al nUmero mas probable de grupos genéticos, (A)
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usando un modelo de mezcla (K = 2) y (B) modelo sin mezcla (K = 2). Barras color azul
incluyen todas las areas de Chile (ChiA — K) y Peru (PerA — D), mientras que las barras de
color verde incluyen el area Nueva Zelanda (NwzA). Las lineas verticales blancas separan
las diferentes areas analizadas. La sigla de cada area se encuentra bajo el grafico de

barras.

Distancias genéticas en Trachurus murphyi

Los valores de distancias genéticas Dch por pares de localidades para datos neutrales
mostraron valores bajos principalmente para el area de Nueva Zelanda (Tabla 13),
mientras que valores principalmente altos para Chil, ChiJ, y ChiK con el resto de areas
testeadas de Chile y Peru. Las areas ChiE-ChiC y PerD-Chi también mostraron valores

altos.

Tabla 13. Matriz de calor de distancias genéticas Dch entre localidades para datos
neutrales. Gradiente entre colores azul y rojo, donde colores a azules dan cuenta de
valores de distancia genética bajos, mientras que colores a rojos dan cuenta de valores

de distancia genética altos.
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Contrariamente, los valores de distancias genéticas Dch por pares de localidades para
datos adaptativos mostraron valores bajos principalmente para la mayoria de las areas
entre Chile y Peru, exceptuando Chil, Chid, y ChiK y los pares de areas ChiE-ChiC vy

PerD-Chi. Los valores mas altos se encontraron en area de Nueva Zelanda (Tabla 14).

Tabla 14. Matriz de calor de distancias genéticas Dch entre localidades para datos
adaptativos. Gradiente entre colores azul y rojo, donde colores a azules dan cuenta de
valores de distancia genética bajos, mientras que colores a rojos dan cuenta de valores

de distancia genética altos.
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Loci candidatos para desarrollar un panel SNPs para Trachurus murphyi

Criterios de identificacion y seleccion de loci SNPs para desarrollo de un

panel para monitoreo genético de Trachurus murphyi

Con la finalidad de desarrollar un panel de SNPs para monitorear la diversidad genética y
patrones de divergencia genética de Trachurus murphyi, se obtuvieron los siguientes

resultados.

La base de datos de 12,072 loci (484 adaptativos y 11,588 neutrales) fue analizada para
identificar loci candidatos para un panel de SNPs. Especificamente, la seleccién de loci se
optimizé en funcién de los siguientes criterios: (1) identificacion individual, i.e., que
permitira identificar cada individuo en el analisis multilocus; (2) identificacién de las
diferencias encontradas en los loci adaptativos y neutrales (i.e., ver Figura 24), i.e., estos
permitirian monitorear la divergencia genética evidenciada; (3) identificacion del sexo, que
permitiria sexar genéticamente al individuo; (4) sin variante en regiones flanqueantes, i.e.,
que las regiones flanqueantes (20 pb por cada extremo) estén libres de variantes
identificadas, esto permitira disefiar partidores eficientes para la secuenciacion e
incorporar en el panel de SNPs (ver Figura 26 como ejemplo). Los loci fueron clasificados

segun su frecuencia del alelo menor para tener en cuenta su nivel de informacion.
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Region flanqueante Regién flanqueante

:I'G CAGAAACAGAACT TCATGl ATGACACT, ATCACATAAATAAAACGTATT’GTGACTG CGCCTTAATG ACGl

Zona de ubicacién de la
variante

Figura 26. Diagrama ejemplo con zonas flanqueantes y ubicacion de la variante SNPs.

Resultados

En ambos conjuntos de datos obtenida una vez aplicados los criterios indicados, loci
neutrales (i.e., 5,177) y loci adaptativos (i.e., 211) la mayor cantidad de loci candidatos
presentaban un MAF muy bajo. Especificamente, el 95,4% (neutral) y el 96,7%
(adaptativo) fueron loci que presentaban un MAF menor a 0,1 (Tabla 15). Los loci en

cromosomas sexuales que pueden disefiarse partidores son 497.

Tabla 15. Frecuencia del alelo menor en candidatos para panel de SNPs

Frecuencia del alelo menor

<0,1 0,1-<0,2 0,2-<0,3 0,3-<0,4 0,4-<0,5 Total

Neutral 4,939 167 48 13 10 5177

Adaptativo 204 4 1 2 0 211
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Resultados analisis de datos mitocondriales

Luego de la revision de 357 secuencias correspondientes a las 4 placas enviadas a
secuenciar, nos quedamos con una matriz de 306 secuencias con una longitud total de

755 pares de bases para analizar.

Estimadores de diversidad genética

Para el segmento de ADN de la region control analizado, y para los haplotipos
organizados en las 16 areas a lo largo de la distribucién del jurel, en los analisis
moleculares se identificaron 31 sitios polimoérficos y un total de 94 haplotipos. EI mayor
numero de sitios segregantes y numero de haplotipos por area se registré para el area
ChiA (S=13; h=21), seguido del area Chib (S=12; h=17). La diversidad haplotipica (Hd) en
general fue alta para todas las areas, variando entre los valores 0,758 y 0,985, excepto en
las areas ChiD y ChiG donde los valores de diversidad haplotipica fueron mas bajos
siendo 0.479 y 0.515 respectivamente. La diversidad nucleotidica (1) varios desde

0.00080 para el area ChiD a un valor de 0.00569 para el area ChiF (Tabla 16).

Tabla 16. indices de diversidad molecular para el marcador D-loop por Areas. Marcador
D-loop del ADN mitocondrial de T. murphyi, siendo: nimero de individuos (N); nimero de
sitios segregados (S); numero de haplotipos (h); diversidad haplotipica (Hd); diversidad

nucleotidica (11); Test de neutralidad Tajima’s D

Areas N S h Hd T Tajima’s D

PerA 20 10 10 0.758+0.101  0.00422+0.00090  0.09568
PerB 18 12 12 0.915+0.052  0.00562+0.00058  0.15857
PerC 14 10 9 0.879+0.079  0.00428+0.00087  0.10680
PerD 16 11 12 0.950+0.041  0.00434+0.00066 -0.36061
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ChiA 28
ChiB 21
ChiC 11
ChiD 28
ChiE 14
ChiF 24
ChiG 33
ChiH 17
Chil 13
ChiJ 12
ChiK 9
NwzA 28
TOTAL 306

31

21
17

10
14

14
11
11

13
94

0.971+0.019
0.981+0.020
0.945+0.066
0.479+0.107
0.934+0.051
0.888+0.057
0.515+0.105
0.9714£0.032
0.974+0.039
0.985+0.040
0.917+0.092
0.8124+0.072
0.902+0.014

0.00390+0.00042
0.00502+0.00044
0.00366+0.00090
0.00080+0.00023
0.00314+0.00058
0.00569+0.00036
0.00108+0.00028
0.00390+0.00047
0.00328+0.00038
0.00582+0.00067
0.00537+0.00118
0.00322+0.00069
0.00475+0.00016

-0.61727
0.17560
-0.81110
-1.46803
-0.95456
1.15691
-1.73871
-0.35645
-0.15567
1.34495
0.00958
-0.91231
-0.98316

Cambios demograficos desde ADNmt

La distribucion mismatch sugiere que existe una baja cantidad de sustituciones, con una

tendencia a la distribucion unimodal y alta frecuencia de bajo numero de diferencias, lo

cual corresponderia a un conjunto con una historia microevolutiva relativamente reciente,

y en una fase de expansion poblacional. Este resultado se ve confirmado por el indice

indice de "rugosidad" (Raggedness index, r) que muestra un valor de 0,0069 (Figura 27).

Adicionalemnte bajo la hipotesis de neutralidad, nuestros resultados encontrados con el

ADNmt detectan la sefal de una expansion demografica reciente debido a los valores

negativos para el indice de Tajima D (Tabla 16).
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Diferencia por pares de bases

Figura 27. Analisis de distribucion Mismatch. En el eje horizontal muestras las diferencias
por pares entre las secuencias, y en el eje vertical su frecuencia. Ademas se incluye el

indice de Harpending’s raggedness (HRg).

Relaciones genealdgicas entre haplotipos

Las relaciones genealdgicas observadas en la red de haplotipos de T. murphyi se
caracterizo por una topologia tipo estrella, compuesto por un haplotipo compartido central
altamente dominante unido por pocos pasos mutacionales compartido por 11 de las 16
areas (90 individuos), quedando fuera de este las areas de: ChiC, ChiE, ChiH y Chil
(Figura 28). También se observd otros tres haplotipos dominantes, aunque en menor

frecuencia.

120



Figura 28. Red de haplotipo basada en gen D-loop del ADN mitocondrial para la especie
T. murphyi. ElI tamafo del circulo es proporcional a la frecuencia del haplotipo

correspondiente. Cada barra representa un paso mutacional.

Identificacion y distribucion espacial de haplotipos

La distrubucion espacial de haplotipos fue divida por pais para tener una mejor resolucion
de los graficos de pie con la distribucién de frecuencias.

En las Figuras 29, 30, 31 se representa la distribucién de haplotipos para Peru, Chile y
Nueva Zelanda respectivamente.

En la Figura 29 se ve que en Peru estan presentes 32 Haplotipos de los 94, en Chile hay
71 haplotipos de 94 (Figura 30), y en Nueva Zelanda es el lugan en donde se ve la menor

representacion de cantidad de haplotipos con 13 Haplotipos de 94 (Figura 31).
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A partir de las figuras podemos ver que existen haplotipos compartidos entre los 3 paises,
pero la mayor cantidad de ellos se da entre Chile y Peru.

Tambien se puede observar que cada pais presenta haplotipos unicos, por ejemplo en
Peru encontramos 19 haplotipos unicos (H3, H50, H51, H52, H55, H57, H59, H60, H61,
H63, H67, H70, H77, H80, H81, H83, H88, H91 y H94), en Nueva Zelanda encontramos 4
haplotipos unicos (H4,H20, H29 y H71). Y en Chile hay 56 haplotipos unicos.
Adicionalmente en el Anexo 3 podra encontrar el listado con los 94 Haplotipos

identificados.
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Figura 29. Distribucion espacial de Haplotipos para Peru
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Figura 30. Distribucion espacial de haplotipos para Chile
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Figura 31. Distribucion espacial de Haplotipos para Nueva Zelanda

Conclusiones

Las diversidades haplotipicas y nucleotidicas pueden proporcionarnos algo de informacion
sobre la historia de una poblacion en su rango de distribucion. Grant and Bowen (1998)
clasifican los peces marinos en cuatro grandes categorias en funcion de las diferentes
combinaciones de valores altos o bajos para la diversidad haplotipica y nucleotidica. De
acuerdo a lo anterior el alto valor de la diversidad haplotipica (Hd= 0,9) y la baja
diversidad de nucleétidos (11=0,004) encontrada para el total de las muestras, es un
patrén que puede ser atribuido a una reciente expansién poblacional después de tener un

bajo tamafio poblacional causado por algun cuello de botella. Esto se ve confirmado por
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los indices de "rugosidad" (Raggedness index, r) y los valores negativos para el indice de
Tajima D. Sin embargo al analizar estos resultados con los obtenidos en la red de
haplotipos y el analisis de distribucion Mismatch, vemos que la red no presenta
completamente la forma estrellada con un haplotipo central unico que es caracteristica de
poblaciones que se encuentran en expansion. Sino, mas bien se presenta un haplotipo
frecuente ademas de otros tres haplotipos dominantes, aunque en menor frecuencia que
si estan unidos por pocos pasos mutacionales. Lo mismo ocurre con el andlisis de
distribucion Mismatch en donde la distribucién no se ajusta completamente para ser una
curva unimodal, existiendo algunas inflexiones dentro de la distribucion. Esto podria
darnos cuenta de que los datos no se ajustan completamente a un modelo de expansion

poblacional, sin embargo al menos la tendencia es que si existio algun tipo de expansién.
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Objetivo especifico 4.

“Estimar el grado de conectividad genética y proporcién de mezcla entre los grupos
genéticamente divergente que se evidencien en el jurel (Trachurus murphyi) en aguas del

Pacifico Sur”

Metodologia

Para estimar la proporcién de mezcla que hay entre grupos diferenciados se utilizé la
informacion obtenida desde los resultados de Structure (Metodologia en seccion
Estimadores de estructura poblacional, iv). Especificamente, se utilizé la proporcién
estimada para cada individuo en el K = 2 (i.e. que se ajusta a los datos; ver Figura 25) y
agrupada por poblaciéon. Esta informacion fue tabulada para la estimacion basada en un
modelo de mezcla y sin mezcla.

Para comprender el proceso que da lugar a las diferencias poblacionales obtenida en las
en los analisis previos, calculamos las tasas de migracién direccional entre localidades
utiizando la funcién divMigrate incluida en la aplicacion Shiny divMigrate-online
(Sundqvist et al., 2016). La concepcién en la que se basa la funcién divMigrate es que,
para cada par de poblaciones, se crea un grupo hipotético de migrantes utilizando las
frecuencias alélicas inferidas de las dos poblaciones comparadas. A continuacion, se
estima una medida de diferenciacion genética para el conjunto hipotético y entre cada par
de poblaciones. Esta diferenciacion genética direccional obtenida se utiliza entonces para
calcular la migracion relativa entre las dos poblaciones. Especificamente, utilizando,
ambos los conjuntos de datos, exploramos las tasas de migracion utilizando el indice del
numero efectivo de migrantes (Nm; Alcala et al., 2014), como estadistica para calcular la

migracion relativa. Para probar la significancia estadistica de las estimaciones de
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migracién asimétricas entre pares de localidades se utilizo 1000 bootstraps. Las

estimaciones se realizaron para las 16 areas.

Resultados

La proporcién de mezcla estimada en los datos adaptativos para los grupos obtenidos en

Structure (i.e., K = 2), mostraron que: i) para el modelo de mezcla todas las areas

testeadas mostraron una proporcion maxima (i.e., 1) para el grupo 1, excepto para Nueva

Zelanda, la cual mostro una proporcion de 0,921 para el grupo 1y 0,079 para el grupo 2;

ii) para el modelo sin mezcla todas las areas testeadas de Peru y Chile mostraron una

proporcion maxima (i.e., 1) para el grupo 1, y contrastantemente Nueva Zelanda la cual

mostro una proporcion de 1 para el grupo 2 (Tabla 17).

Tabla 17. Proporcién de mezcla para los dos grupos encontrados en el set de loci

adaptativos, asumiendo un modelo con y sin mezcla.

Pop

Mezcla

Grupo1 Grupo2

Sin Mezcla

Grupo1 Grupo2

PerA

PerB

PerC

PerD

ChiA

ChiB

ChiC

ChiD

1

1

0

0

1

1

0

0
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ChiE 1 0 1 0

ChiF 1 0 1 0
ChiG 1 0 1 0
ChiH 1 0 1 0
Chil 1 0 1 0
ChiJ 1 0 1 0
ChiK 1 0 1 0
NwzA 0,921 0,079 O 1

La estimacion de migracion relativa estimada para el conjunto de datos neurales mostré

valores bajos entre 0,413 para Chil-ChiC y ChiK-ChiJ y altos para ChiD y ChiB (Tabla 18).

Tabla 18. Tasas de migracion relativa bidireccional para loci neutrales

La estimacion de migracion relativa estimada para el conjunto de datos adaptativo mostro
valores tan bajos como 0,103 entre la ChiC y Chil, y tan altas como la ChiA y PerB (Tabla

19). Estimaciones de migracién direccional significativamente diferente se dieron entre
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localidades de Peru y Chile (i.e., PerA, PerB, PerC, ChiA, ChiB, ChiD, ChiF, ChiG, y ChiH)

hacia Nueva Zelanda (Tabla 19).

Tabla 19. Tasas de migracion relativa bidireccional para loci adaptativos

*a < 0,05; migracion direccional significativamente diferente.

Conclusion

Las estimaciones de tasas de migracion relativa bidireccional y asimétrica sugieren una
alta conectividad entre areas. En general en las areas y muestras utilizadas las
estimaciones de tasas de migracion relativas en loci neutrales mostré6 una mediana de
0,503 (rango 0,413 - 1) sin ninguna comparacion asimétrica significativa. Loci adaptativos
mostraron tasas de migracion relativas mas bajas, una mediana de 0,296 (rango 0,103 -
1), pero con 9 de 15 comparaciones mostrando diferencias significativas en las tasas de

migracion relativas desde el Océano Pacifico Sudoriental hacia Nueva Zelanda.
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Objetivo especifico 5.

“Desarrollar un modelo conceptual respecto a los patrones de divergencia genética y los
procesos de conectividad evidenciados en el jurel (Trachurus murphyi) en agua del

Pacifico Sur”

Introduccién

La diferenciacion genética de las poblaciones esta determinada en gran medida por la
interaccion entre el efecto homogeneizador del flujo de genes, la diferenciaciéon promovida
por la seleccidbn espacialmente variable y la deriva genética. Estos procesos
microevolutivos estan a su vez influenciados por las caracteristicas bioldgicas intrinsecas
de la especie como ambientales, donde, en esta ultima, el clima y la estructura topografica
influyen en los patrones de dispersion (Broquet et al., 2009). Esta interaccion se puede
resumir estableciendo que la magnitud del efecto de los atributos del ambiente, incluida su
dinamica espacio-temporal, sobre la diferenciacion de la poblacién esta fuertemente
determinada por la amplitud del nicho ecolégico fundamental de los individuos y
formulaciones contemporaneas ponen mayor énfasis en aspectos del nicho ecoldgico v,
como tal, en regimenes selectivos geograficamente estructurados. Ademas, se ha
propuesto que unidades poblacionales conespecificas que se encuentran en diferentes
configuraciones ambientales pueden aislarse reproductivamente debido a la adaptacién
de los individuos a las condiciones climaticas locales (Rundle et al., 2005). Este modelo
implica que el aislamiento reproductivo podria cambiar como un efecto multiple de la
especializacion (o divergencia) de nicho, lo que impediria la existencia de individuos de

una poblacion en el espacio climatico de otra, y por ende su reproduccion.
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Debido a la alta variabilidad del ambiente pelagico del Océano Pacifico sur, la presencia
de barreras fisicas o configuraciones ambientales que generen aislamiento reproductivo
son dificiles de identificar como un escenario permanente que promueva la diferenciacion
genética. No obstante, se ha propuesto que aspectos variantes del habitat pueden llevar a
la asincronia en la dinamica poblacional de grupos locales que podria contrarrestar la
homogenizacion genética haciendo emerger patrones de naturaleza ecologica Grimm et
al. (2003). Contextualizar explicitamente el estudio de los patrones de estructura genética
con la configuracion geografica y ambiental en la que existen las poblaciones (es decir, el
enfoque de la genética del paisaje; RIginnos & Liggins 2013) es un enfoque util para inferir
los mecanismos por los cuales los patrones observados pudieron ser originados
(Alvarado-Serrano et al., 2016). Sin embargo, el desconocimiento de la historia de los
cambios espaciales de la distribucion de una poblacién es dificil discernir entre escenarios
alternativos para rasgos genéticos emergentes. En tales casos, el uso de informacién del
habitat resulta util para inferir posibles cambios espaciales experimentados a lo largo del
tiempo por una especie, puede ayudar a elegir entre escenarios explicativos alternativos

(Richards et al., 2007).

En el presente estudio, se analizaron diferencias en el habitat del jurel en las distintas
areas de muestreo en el océano Pacifico Sur y se contrastaron con los patrones
espaciales genéticos adaptativos y neutrales observados (ver secciones Objetivo
especifico 1, 2 3 y 4). Asi, mediante analisis de distancias genético-ambientales se evalué
si existen diferencias a nivel del nicho ecoldgico que pudiesen asociarse con patrones
distintivos de los rasgos evaluados mediante técnicas de polimorfismos de nucledtido

unico (SNPs).
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Metodologia

La amplia cobertura geografica de la poblacion de jurel a lo largo del Océano Pacifico sur,
ha involucrado un esfuerzo de muestreo que va desde el norte de Peru, hasta las costas
de Nueva Zelanda (Figura 32). Esta cobertura constituye un desafio para el analisis
comparativo de las condiciones del habitat, el cual fue abordado mediante aproximaciones

basadas en sensoramiento remoto.

Figura 32. Zonas de muestreo de ejemplares de jurel (Trachurus murpyi) para analisis

genéticos a lo largo del Pacifico sur oriental.

Datos ambientales

Para describir las condiciones ambientales que se aproximen al nicho ecoldgico del jurel a
lo largo del Pacifico suroriental se analizaron cinco variables bio-oceanograficas provistas
por satélites en cuadrantes de 2° x 2 ° en torno a cada punto de muestreo genético, desde
los cuales se obtuvieron series de tiempo mensuales. La temperatura superficial del mar

se obtuvo desde el producto Ostia-Copernicus (Good et al., 2020) de 4km de resolucién
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horizontal para el periodo 1985-2022. La clorofila superficial del mar, como proxy de
biomasa fitoplancténica, se obtuvo desde el producto Copernicus-Globcolour de 4 km de
resolucion horizontal para el periodo 1997-2022 desde cuando se cuenta con informacion
de color del océano. Para abarcar aspectos dinamicos del océano, se analizé la anomalia
del nivel medio del mar provista por el Data Unification and Altimeter Combination System
(DUACS) para el periodo 1993-2022 con 0,25° x 0,25° de resolucion horizontal. A partir de
las corrientes geostroficas derivadas de las anomalias del nivel del mar se calculé a la
Eddy Kinetic Energy como proxy de la actividad de mesoescala de las regiones
analizadas. Finalmente, para indagar sobre aspectos de interaccion océano-atmosfera se
analizé la turbulencia inducida por el viento calculada como el cubo de la velocidad del
viento a partir del producto de reanalisis horario ERAS de 31 km de resolucion horizontal

para el periodo 1985-2022 (Hersbach et al., 2020).

Analisis estadisticos

A partir de las series de tiempo ambientales se analizaron matrices de correlacion para
explorar el grado de sincronia temporal entre las sefiales, por medio del paquete corrplot
para R (R Core Team, 2022), incluyendo ademas la variable distancia geogréfica (en km)
como descriptor. Posteriormente, se calcularon las matrices de distancia (disimilitud) de
Gower (Gower, 1971) mediante el paquete StatMatch para R. En resumen, la distancia de
Gower primero calcula distancias entre pares de variables sobre dos conjuntos de datos y
luego combina esas distancias en un solo valor por par de registros. Una vez realizados
esos calculos, se relacionaron las distancias genéticas (Adaptativas y Neutrales) con las
distancias ambientales de cada una de las variables y se aplico el test de Mantel (Mantel,
1967) para probar la relacion estadistica entre dichas distancias por medio del paquete

vegan para R. Finalmente, estas relaciones fueron utilizadas para explorar la asociacion
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entre el distanciamiento ambiental y la disimilitud genética de las localidades muestreadas

a lo largo del dominio espacial estudiado.

Resultados

Se analizaron los patrones climatologicos de las variables ambientales analizadas, los
cuales se muestran en la Figura 33. En general, se observa que las regiones muestreadas
se situaron en temperaturas medias entre 15°C y 23°C con la regiéon de Peru norte
representando el extremo superior y Chiloé oceanica el extremo inferior (Figura 33a). Es
valido sefalar que las condiciones térmicas promedio de la zona mas lejana
geograficamente (Nueva Zelanda) se asemejan en magnitud a aquellas registradas frente
al Golfo de Arauco (Chile). En cuanto a la clorofila-a climatoldgica, la mayoria de las
zonas de muestreo se situaron en regiones de influencia costera, donde se registran
niveles por sobre 5 mg m>, a excepcion de Pert oceanico (PerD), Talcahuano ocednico
(Chij y Chiloé oceanico (Chik) donde se registraron niveles por debajo de 0,5 mg m™
caracteristicos de regiones oceanicas comparativamente oligotroficas (Figura 33b). En
relacion a las variables ambientales dinamicas, la energia cinética derivada de las
anomalias del nivel del mar (Eddy Kinetic Energy, EKE), las localidades de muestreo
situadas en el Pacifico suroriental costero y oceanico se situaron en niveles intermedios
con valores en torno a 120 m? s, mientras que la localidad situada en Nueva Zelanda se
diferencié por presentar niveles inferiores bajo 50 m? s? caracterizando a una region
menos energética en cuanto a la dinamica de mesoescala (Figura 33d). Finalmente, la
turbulencia inducida por el viento mostré un escenario similar a la EKE, las localidades
situadas en el Océano Pacifico suroriental estuvieron caracterizadas por niveles de
turbulencia mas altos, a excepcién de aquellas ubicadas en el codo de Arica, mientras
que las areas de Nueva Zelanda presentan bajos niveles de turbulencia (Figura 33e).
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Figura 33. Climatologia anual para las variables ambientales analizadas a lo largo del
area de distribucion de jurel en el Pacifico sur: a) Temperatura superficial del mar (°C); b)
clorofila superficial (mg m™); c) altura del nivel del mar (cm); d) energia cinética de
mesoescala (m? s™); e) turbulencia inducida por el viento (m3 s). En rojo se muestran los

cuadrantes analizados para las series de tiempo. FIPA N° 2021-08.
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En la escala temporal, se analizaron las series de tiempo de las distintas localidades
muestreadas y todas las variables ensayadas, para explorar sobre las posibles diferencias
en las sefiales del habitat de jurel. La temperatura superficial del mar muestra una alta
coherencia entre las sefales de las localidades muestreadas con niveles de correlacién
sobre 0,8 en todas las combinaciones realizadas. No obstante, las localidades que mas se
diferenciaron fueron las del norte de Peru (Figura 34a). Un escenario distinto se obtuvo
para la clorofila superficial donde las localidades de Chiloé oceanico (Chik), Nueva
Zelanda (NzwA), Peru y Talcahuano oceanicos (Chij) mostraron correlaciones negativas
con las otras regiones, probablemente atribuibles a diferencias en el ciclo anual de la
clorofila en las regiones oceanicas (maximo invernal) en relacién con los regimenes de
surgencia costera (Figura 34b). En cuanto las anomalias del nivel medio del mar, es
importante sefalar que no se observaron correlaciones negativas, sugiriendo cierto
acoplamiento en la variabilidad de esta variable entre las regiones analizadas. Las
regiones costeras de Peru y Chile mostraron consistencia con niveles de correlacién por
sobre 0,7 que se diferencian de las regiones oceanicas del sur de Chile y en particular de

Nueva Zelanda, donde las correlaciones no superaron el 0,5 (Figura 34c).
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Figura 34. Matrices de correlacion entre localidades de muestreo para analisis genético de
Trachurus murphyi en el océano Pacifico para las variables: a) Temperatura superficial del
mar (°C); b) clorofila superficial (mg m™); c) altura del nivel del mar (cm); d) energia
cinética de mesoescala (m? s); e) turbulencia inducida por el viento (m3 s). FIPA N°

2021-08.

La energia cinética de mesoescala evidencid un escenario distinto a las variables
previamente analizadas, con virtual ausencia de correlacién entre las localidades
analizadas, evidenciando que esta variable tiene niveles de variabilidad local que exceden
la escala regional (Figura 34d). Este resultado es atribuible a la escala en la que opera
esta variable (mesoescala) que va entre 10-200 km con mecanismos asociados a

remolinos, meandros, frentes y filamentos. Finalmente, la turbulencia inducida por el
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viento mostré una mayor diversidad en los niveles de correlacion espacio-temporal, en
donde destaca la localidad de Nueva Zelanda que muestra una variabilidad no
correlacionada a ningun nivel con el resto de las localidades de muestreo. Las localidades
ubicadas mas al norte en Peru mostraron correlaciones negativas con las localidades de
Chile central y sur, sugiriendo que esta variable oscila a nivel regional, pero no a nivel de

cuenca del Océano Pacifico sur (Figura 34e).

Figura 35. Relacion entre la distancia genética neutral y la distancia ambiental de Gower

calculada para las distintas variables caracteristicas del habitat de Trachurus murphyi en
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el océano Pacifico sur. La escala de color indica la distancia geografica entre localidades

de muestreo. FIPA N° 2021-08.

Finalmente, se calculd la distancia ambiental de Gower para todas las variables
analizadas y se relacion6 con la distancia genética neutral y adaptativa mediante el test
de Mantel. Estas relaciones se muestran en la Figura 35, donde la anomalia del nivel del
mar no mostré relaciones significativas con la distancia genética neutral (mantelr= -0.21;
p=0.894), al igual que la temperatura superficial del mar (mantelr= 0.18; p=0.140), la
clorofila-a (mantelr= 0.18; p=0.057), la turbulencia inducida por el viento (mantelr= 0.11;

p=0.099) y la EKE (mantelr=-0.02; p=0.590).

La misma aproximacion se realizd respecto a la distancia genética adaptativa cuyos
resultados se muestran en la Figura 36 y evidencian diferencias importantes respecto a
las distancias genéticas neutrales. En primer lugar, la distancia genética adaptativa
mostr6 mayor diversidad en su distribucion evidenciando dos grupos, los cuales
estuvieron estrechamente relacionados con la distancia geografica, ubicando a las
regiones mas distantes espacialmente (en particular Nueva Zelanda) en las maximas
diferencias genéticas respecto al conjunto de localidades restantes (Figura 36). Al mismo
tiempo, se analiz6 estadisticamente si estas agrupaciones por distancia genética y
geografica estaban relacionadas con las distancias ambientales, evidenciando que las
distancias genéticas estuvieron positivamente relacionadas con las diferencias en la
anomalia del nivel del mar (mantelr= 0.84; p=0.01), la clorofila-a (mantelr= 0.29; p=0.009),
la turbulencia inducida por el viento (mantelr= 0.60; p=0.01) y la EKE (mantelr= 0.73;
p=0.008). Por otra parte, las distancias ambientales y genéticas adaptativas no mostraron
diferencias respecto a la temperatura superficial del mar (mantelr= 0.19; p=0.135). En

resumen, las diferencias de esta componente genética muestran asociaciones con la
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distancia geografica que ademas esta significativa y positivamente relacionada con
aspectos dinamicos como la turbulencia y la actividad de mesoescala y secundariamente
con aspecto de productividad bioldgica (clorofila-a), y no evidencia diferencias

relacionadas a la temperatura superficial del mar.

Figura 36. Relacion entre la distancia genética adaptativa y la distancia ambiental de
Gower calculada para las distintas variables caracteristicas del habitat de Trachurus
murphyi en el océano Pacifico sur. La escala de color indica la distancia geografica entre

localidades de muestreo. FIPA N° 2021-08.
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Conclusiones

- Dentro de las variables ambientales analizadas comparativamente entre localidades de
muestreo, aquellas relacionadas con aspectos dinamicos como la energia cinética de
mesoescala y la tubulencia inducida por el viento mostraron las mayores disimilitudes en

su variabilidad temporal.

- La distancia genética neutral no mostrdé patrones de correlacion significativos (test de
Mantel) respecto a las distancias ambientales en ninguna de las variables ensayadas.

Tampoco se observaron patrones respecto a la distancia geografica.

- La distancia genética adaptativa mostré mayor variabilidad en sus valores entre
localidades de muestreo. Estas distancias estuvieron significativamente correlacionadas
(test de mantel) con la distancias ambientales de las variables anomalia del nivel del mar,
energia cinética de mesoescala y turbulencia inducida por el viento. Al mismo tiempo,
estas correlaciones estuvieron asociadas a la distancia geografica sugiriendo que la
localidad de muestreo ubicada a mayor distancia (Nueva Zelanda) tiene a su vez
diferenciacion en variables ambientales dinamicas que podrian influir a la diferenciaciéon

de rasgos adaptativos genéticos.
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Objetivo especifico 6.

“Desarrollo de un genoma de referencia de jurel (Trachurus murphyi)”

Introduccién

Investigaciones en diversos campos analizan genomas con diversos métodos
bioinformaticos. Estos métodos se han desarrollado hace ya mas de 30 afos,
particularmente con el inicio del proyecto del genoma humano. Asi, durante la historia de
la gendmica se han desarrollado y aplicado con éxito diferentes tecnologias de
secuenciacion, las que se pueden agrupar en tres categorias. La secuenciacion de
primera generacion, o secuenciacién del tipo Sanger, que sirvié casi exclusivamente para
secuenciar organismos modelos, tales como el ser humano, raton, y Drosophila
melanogaster. Posteriormente, gracias a los adelantos en las quimicas de secuenciacion
es que surgid la secuenciacion de segunda generacion, la cual posee un mayor
rendimiento de la secuenciacion y un bajo costo. Junto con las tecnologias de
secuenciaciéon de segunda generacion (lllumina), surgié el desarrollo de algoritmos
computacionales y la bioinformatica para poder manipular grandes cantidades de datos y
poder realizar el proceso de ensamble de genomas. A raiz de esto, en la ultima década se
han secuenciado miles de genomas de diferentes especies que habitan nuestro planeta,
mas alla de especies modelos utilizados en investigacién, siendo la base del auge de la
investigacion en evolucién y genética en la ultima década. Esto no fue suficiente, y el
desarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacion siguido avanzando hasta la aparicion
de las tecnologias de secuenciacion de tercera generacion (PacBio, Oxford Nanopore)
que permiten producir lecturas (o secuenciacion de fragmentos) de ADN de mayor
longitud a un menor costo. Basandonos en estas tecnologias de secuenciacion y

aproximaciones bioinformaticas de ensamblaje de genomas; hoy en dia, es posible
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generar genomas de referencia a nivel cromosémico, sin mayores inconvenientes (Ding et
al., 2021). Contar con estos genomas a nivel cromosoémico como referencia, nos permite
descifrar las bases moleculares de las interacciones genotipo-fenotipo y profundizar
nuestra comprensién de la filogenia y la evolucion, especialmente para las especies que
no son modelo (Arias et al., 2021), como es el caso de jurel Trachurus murphyi, ampliando
los conocimientos sobre los patrones y procesos que dirigen los cambios poblaciones de

Trachurus murphyi en el océano Pacifico.

¢ Qué es un genoma de referencia?

Un genoma de referencia, también conocido como ensamble de referencia, es un
conjunto de datos que tiene como objetivo modelar y representar las secuencias de ADN
del genoma de una especie. Dicho de otra forma, un genoma de referencia es una base
de datos digital de secuencias de acidos nucleicos generadas a partir de diversas
tecnologias de secuenciacion, y ensambladas con herramientas bioinformaticas, como un
ejemplo representativo del conjunto de genes en un organismo individual idealizado de

una especie.

Los genomas de referencia son ensamblados para servir como secuencias de ADN
representativas para distintas especies, existiendo genomas de referencia desde

humanos hasta virus.

Hay que destacar que un genoma de referencia particular no representa la variabilidad
genética completa de la especie (no todas las variantes e isoforma de genes son
capturados en un solo genoma de referencia), si no que sirve de molde/referencia para el
mapeo de marcadores moleculares como microsatélites, SNPs y genes especificos (e.g
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genes relacionados con la determinacion del sexo, fecundidad, crecimiento, QTLs, etc.,)

en el o los genomas de referencia disponibles.

Un punto importante de la disponibilidad de genomas de referencias, idealmente a nivel
cromosomico, para estudios de gendmica poblacional es la mejora en la habilidad para
detectar y mapear marcadores moleculares informativos para fines de manejo pesquero,
conservacion y cultivo (Arias et al., 2021; Das et al., 2020; Ding et al., 2021; Fuentes-
Pardo et al.,, 2020), evidenciado potenciales genes candidatos para adaptaciones a

condiciones ambientales especificas.

En el caso de Trachurus murphyi, no existen genomas de referencia, que puedan ser
utilizados para el mapeo de los marcadores moleculares SNPs que se desarrollan en el
proyecto FIPA N°2021-28. Generar un genoma de referencia permitiria identificar el o los
genes putativos que den sefiales de diferenciaciones genéticas a nivel poblacional a lo
largo de la distribucion de la especie. Esta informacion, posteriormente, se utiliza como
insumo para desarrollar un panel de marcadores SNPs de baja densidad para utilizar en
posteriores monitoreos en el tiempo y espacio en el marco del manejo pesquero de la
especie, asi como al mismo tiempo monitorear caracteristicas fenotipicas asociadas con

estos SNPs.

Para el género Trachurus, solo se han informado marcadores moleculares del tipo SNPs
para la especie T. trachurus (Atlantic horse mackerel). Este estudio incluyé 700 muestras
desde Africa hasta Irlanda en aguas del océano Atlantico. Identificando cerca de 12.8
millones de SNPs, se evidenciaron diferencias genéticas significativas entre varias
localidades, destacando un quiebre genético importante en aguas de Portugal versus el

resto de localidades, divergencia no previamente identificada (Fuentes-Pardo et al., 2020).
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Del total de SNPs identificados, en esta investigacion se generd un panel de 63 loci SNPs
informativos para fines de manejo pesquero, que rescata el quiebre genético evidenciado

en T. trachurus en el Océano Atlantico.

Paralelamente a esta investigacién en T. trachurus, se generd un genoma de referencia

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=txid36212[Organism:noexp) para mapear la

ubicacién de los SNPs que evidencian divergencias genéticas (63 loci). Utilizando este
genoma de referencia se identificaron regiones del genoma con SNPs informativos
divergentes, llamadas “islas gendomicas” y que estan asociadas con adaptaciones
ecoldgicas o aislamiento reproductivo (Seehausen et al., 2014). Estas zonas gendémicas,
atribuibles a variaciones estructurales de cromosomas, promoverian la diferenciacion
poblacional a través de adaptaciones locales en un ambiente heterogéneo a escala
espacial y temporal, como es el habitado por el T. frachurus en el Océano Atlantico.
Considerando las similitudes morfologicas, ecolégicas y del ambiente que habita T.
murphyi en el Pacifico Sur Oriental, es esperable que presenten caracteristicas similares

en su genoma.

Metodologia
Generar el genoma de referencia especie-especifico para la especie de jurel (Trachurus
murphyi) desde una muestra representativa colectada en el Pacifico Sur Oriental (PSO),

utilizando diferentes tecnologias de secuenciacién masiva y herramientas bioinformaticas.

1.- Colecciéon de la muestra, construccion de libreria y secuenciaciéon del genoma

El genoma fue secuenciado desde un unico ejemplar de Trachurus murphyi, de sexo

masculino (determinacién macroscépica), colectado en aguas del Golfo de Arauco (-36,64
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LS; -73,75 LW), Chile, durante el invierno de 2022 (09-06-2022), desde la embarcacion
pesquera industrial Don Edmundo. El ejemplar fue mantenido en cadena de frio hasta su
muestreo en el Laboratorio de Genética y Acuicultura de la Universidad de Concepcion,
Chile. Un trozo de musculatura blanca caudal fue congelado a -80°C hasta su analisis en
Dovetail/CantataBio, donde realizaron los procedimientos de extraccion de ADN

genodmico, preparacion de librerias de secuenciacién y ensamble del genoma.

Para generar el genoma de referencia de T. murphyi, se utilizaron diferentes tecnologias
de secuenciacion, incluyendo PacBio HiFi CCS y Omni-C. De esta forma se realizé un
ensamble preliminar con las secuencias de PacBio CCS para luego obtener un ensamble
a nivel cromosémico con los datos generados de la secuenciacién Omni-C. Brevemente,
tres librerias de PacBio HiFi CCS fueron generadas a partir de 1ug de ADN gendmico de
alto peso molecular utilizando el SMRTbell™ Express Template Prep Kit 2.0 y luego se
sometieron a un tratamiento inmediato con el Enzyme Clean Up Kit (PN: 101-843-100).
Las librerias de secuenciacion se seleccionaron por tamafio (>15 kb) y su concentracion
fueron verificadas con el kit de ensayo HS Qubit™ 1X dsDNA (Thermo Fisher PN:

Q33231). Las librerias fueron secuenciadas en un secuenciador PacBio SEQUEL II.

En el caso de la libreria Omni-C, la cromatina se fij6 con formaldehido en el nucleo y
luego se extrajo. La cromatina fijada se digiri6 con ADNasa |, los extremos de la cromatina
se repararon y ligaron a un adaptador de puente biotinilado seguido de la ligadura de
proximidad de los extremos que contenian el adaptador. Después de la ligadura de
proximidad, se invirtieron los entrecruzamientos y se purificé el ADN. EI ADN purificado se
traté para eliminar la biotina que no estaba dentro de los fragmentos ligados. La libreria de
secuenciacion se genero utilizando enzimas NEBNext Ultra y adaptadores compatibles

con lllumina. Los fragmentos que contenian biotina se aislaron usando perlas de
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estreptavidina antes del enriquecimiento por PCR. La libreria se secuencié en una
plataforma lllumina HiSeqX para producir una cobertura de secuencia de

aproximadamente 30x.

2.- Ensamble del genoma de referencia de T. murphyi a nivel cromosémico

Las lecturas de secuenciacién del tipo PacBio CCS fueron procesadas siguiendo el flujo
de trabajo de flujo (pipeline) bioinformatico de la empresa CantataBio. Brevemente, se
utilizaron 86,5 gigabases de lecturas PacBio CCS como entrada para el programa
Hifiasm1 v0.15.4-r347 (Cheng et al., 2021; 2022) con parametros predeterminados. Esto
fue realizado para construir un ensamble preliminar del genoma de T. murphyi. Este
ensamble preliminar fue evaluado para determinar la presencia de contaminantes. Para
ello, el resultado de Hifiasm fue comparado con la base de datos NCBI nr con el programa
blobtools2 v1.1.1 (Challis et al., 2020) y los contigs (secuencias mas largas que una
lectura) identificados como posible contaminacion se eliminaron del ensamble.
Finalmente, se utilizé el programa purge_dups3 v1.2.5 (Guang et al., 2020) para eliminar

superposiciones de haplotigs y contig presentes en el ensamble preliminar.

Este ensamble preliminar, libre de superposiciones y contaminantes, fue utilizado junto
con las lecturas de la libreria Omni-C para obtener un ensamble del genoma a nivel
cromosomico. Para ello, se utilizé el programa HiRise, la cual es un flujo de trabajo
(pipeline) bioinformatica disefiada especificamente para usar datos de ligadura de
proximidad para armar ensambles de genoma a nivel cromosémico (Putnam et al., 2016).
Las secuencias de la libreria Omni-C se alinearon con el ensamble preliminar utilizando el
programa bwa (https://github.com/Ih3/bwa). HiRise analiz6 las separaciones de los pares

de lectura Omni-C mapeados dentro de los contigs para producir un modelo de
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probabilidad para la distancia gendmica entre los pares de lectura, y el modelo se usoé
para identificar y romper las supuestas uniones erréneas, calificar las posibles uniones y
hacer uniones por encima de un umbral, formando secuencias tan largas que representan

los cromosomas de la especie. Esto es un ensamble de genoma a nivel cromosomico.

3.- Evaluacion de la calidad del genoma de referencia de T. murphyi

La calidad del genoma de referencia fue realizada en diferentes etapas del proceso de
ensamble mediante la utilizacion del programa BUSCO v.4.0.5 (Benchmarking Universal
Single-Copy Orthologs) (Simao et al., 2015) y la base de datos eukaryota odb10 que
comprende 70 especies de eucariontes y 255 genes ultra-conservado en todas estas

especies.

4.- ldentificacion de elementos repetidos y SNPs en el genoma de referencia de T.

murphyi

La identificacion de elementos repetidos en el genoma de T. murphyi fue realizada
utilizando diferentes herramientas bioinformaticas. Para ello, se crearon bibliotecas de
repeticiones especifica para T. murphyi para diferentes tipos de elementos repetidos con
las siguientes herramientas bioinformaticas: RepeatModeler v2.0.1 (Flynn et al., 2020),
transposonPSI v08222010 (https://transposonpsi.sourceforge.net/), LTRharvest/LTRdigest
v1.5.8 (https://www.zbh.uni-hamburg.de/en/forschung/gi/software/ltrdigest.html),  Tirvish
v1.5.8 (Ou et al., 2019), MITETracker v1.0 (Crescente et al., 2018), y HelitronScanner v1.1
(Xiong et al., 2014). Cada una de las anotaciones de elementos repetidos fueron
clasificadas con RepeatClassifier v2.0.1 (Flynn et al., 2020) y se generé una biblioteca de

repeticiones no  redundante con el programa USEARCH  v11.0.667
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(https://www.drive5.com/usearch/). Finalmente, esta biblioteca de elementos repetidos no
redundantes fue utilizada para enmascarar las secuencias repetidas en el genoma de T.

murphyi con RepeatMasker v4.1.1 (Flynn et al., 2020).

Para la identificacion de SNPs a lo largo del genoma de T. murphyi, se utilizé el flujo de
trabajo (pipeline) bioinformatica recomendada por Dovetail Genomics para datos Omni-C

(https://omni-c.readthedocs.io/en/latest/index.html). Brevemente, los datos Omni-C fueron

mapeados contra el genoma de T. murphyi con el programa bwa v0.1.17 (Li & Durbin,
2009). Luego, el archivo de alineamiento de los datos Omni-C fueron procesados con
samtools v 0.1.19 (Li et al., 2009) para finalmente mediante el programa freebayes v1.3.7

(https://github.com/freebayes/freebayes) hacer la identificacion de SNPs.

5.- Mapeo de loci SNPs informativos contra la base de datos NCBI no redundante

Los SNPs identificados y caracterizados en el proyecto FIPA N°2021-28 fueron utilizados

para identificar posibles similitudes a nivel de secuencia con informacion perteneciente a

otras especies en la base de datos NCBI no redundante. Para ello, se utilizé el programa

BLASTn (Camacho et al., 2009) con parametros determinados.

Resultados

Generar el genoma de referencia especie-especifico para la especie de jurel (Trachurus
murphyi) desde una muestra representativa colectada en el Pacifico Sur Oriental (PSO),

utilizando diferentes tecnologias de secuenciacién masiva y herramientas bioinformaticas.
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1.- Ensamble preliminar del genoma de referencia de T. murphyi con datos PacBio

CCs

Un total de 86.5 GB de datos fueron generados a partir de la secuenciacion de tres
librerias, lo que corresponde a un total de 7,058,275 lecturas y una cobertura del genoma

de 108x, considerando un tamafio gendémico estimado de 800 Mb (Figura 37)

Nombre de libreria Numero de lecturas Giga bases Tamafio de genoma estimado Cobertura

DTG_NA 7,058,275 86.5 0.8 108X

Figura 37. Estadistica de la secuenciacién de tres librerias PacBio CCS obtenidas a partir
de tejido muscular blando, indicando el numero de lecturas obtenidas, el total de pares de
bases secuenciadas, la cobertura del genoma secuenciado, y la estimacion del tamafio

genomico a partir de los datos de secuenciacion.

Con los datos PacBio CCS, se realizé un ensamble preliminar del genoma de T. murphyi
con Hifiasm. Esto resulto en un ensamble con un tamano de 818 Mb, muy cercano al
tamarno gendmico calculado (Figura 37) y con un valor de L50/N50 de 13/24.9 Mb, lo cual
es indicativo de un genoma de gran continuidad; es decir, poco fragmentado. Este
ensamble preliminar fue evaluado para determinar la presencia de ADN foraneo, debido a
la naturaleza de la muestra de tejido utilizada para la secuenciacion del genoma. La figura
39 muestra una grafica de blobplot donde se puede observar que la mayoria de los
contigs tienen similitud a secuencias de genomas de cordados, lo cual estd en
concordancia con la posicién filogenética y asignacion taxonémica del jurel. Aunque se
observan algunas burbujas de color gris que no tienen similitud con alguna especie en la

base de datos NCBI no redundante, esto es comun ya que algunos fragmentos del
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genoma de toda especie pueden no tener homologia con la informacion depositada en
esta base de datos. Con los datos PacBio CCS, se realizé un ensamble preliminar del
genoma de T. murphyi con Hifiasm. Esto resulto en un ensamble con un tamano de 818
Mb, muy cercano al tamafio gendémico calculado (Figura 37) y con un valor de L50/N50 de
13/24.9 Mb, lo cual es indicativo de un genoma de gran continuidad; es decir, poco
fragmentado. Este ensamble preliminar fue evaluado para determinar la presencia de
ADN foraneo, debido a la naturaleza de la muestra de tejido utilizada para la
secuenciacién del genoma. La figura 38 muestra una grafica de blobplot donde se puede
observar que la mayoria de los contigs tienen similitud a secuencias de genomas de
cordados, lo cual esta en concordancia con la posicion filogenética y asignacién
taxondmica del jurel. Aunque se observan algunas burbujas de color gris que no tienen
similitud con alguna especie en la base de datos NCBI no redundante, esto es comun ya
que algunos fragmentos del genoma de toda especie pueden no tener homologia con la

informacion depositada en esta base de datos.
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Figura 38. Ensamblaje del genoma de Trachurus murphyi. Gréfico blobplot de cobertura
de GC donde los contigs son de colores segun la homologia de secuencias por filo. Los
circulos tienen un tamano proporcional a la longitud del contig, mientras que los
histogramas muestran la distribucion de la suma de la longitud del contig a lo largo de

cada eje.
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Al verificar que el ensamble preliminar no contiene ADN foraneo de otros
organismos/especies, se procedid a determinar las principales métricas estadisticas que

son indicativas de la calidad del ensamble (Figura 39).

Ensamble Longitud total (pb) N50 L50 N90 L90
Ensamble Hifiasm 818,306,126 24,885,125 13 6,328,993 39
Ensamble primer filtro 802,744,728 24,885,125 13 6,633,185 37

Figura 39. Métricas estadisticas del ensamble antes (Hifiasm Assembly) y después de la
remocion de contigs de ADN foraneo (Primary Filtered Assembly). En general, los valores
de L50 y N50 no se ven alterados, solo ocurre una pequefa disminucion del tamafio del
genoma siendo el generado después de la identificacion de ADN foraneo mas cercano al

tamano genémico calculado.

2.- Escalamiento a nivel cromosémico del ensamble del genoma de T. murphyi

Con la ayuda de los datos de Omni-C y el ensamble preliminar (libre de ADN foraneo) se
pudo generar un ensamble del genoma de T. murphyi a nivel cromosomico. En la Figura
40 se muestra la longitud acumulativa de contigs antes (Input Assembly) y luego de
realizar el escalamiento del ensamble a nivel cromosémico con los datos Omni-C

(Dovetail HiRise Assembly).
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Figura 40. Ensamblaje del genoma de Trachurus murphyi. Gréafico de secuencia
acumulativa del ensamble preliminar libre de ADN foraneo (Input Assembly — linea azul) y

luego del escalamiento a nivel cromosomico (Dovetail HiRise Assembly — linea roja).

Aunque no existen diferencias en la distribucién de los contigs/scaffolds en ambos
ensambles, se obtuvieron importantes diferencias en la calidad del ensamble antes y
después del escalamiento a nivel cromosoémico (Figura 41). Estas diferencias radican
principalmente en los valores de L50/N50 que cambiaron desde 13/24.9 Mb (Input

Assembly) a 11/34.3 Mb (Dovetail HiRise Assembly)
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Ensamble Longitud total N50 L50 N90 L90

Ensamble pre-escalamiento cromosémico 818,306,126 24,885,125 13 6,328,993 39

Ensamble post-escalamiento cromosémico 818,310,226 34,335,234 11 25,125,839 22,

Figura 41. Métricas estadisticas del ensamble del genoma de T. murphyi antes (Input

Assembly) y después (Dovetail HiRise Assembly) del escalamiento a nivel cromosémico.

Ademas, se puede observar que el ensamble post-escalamiento a nivel cromosémico
tiene mejores valores de continuidad, indicando que ese ensamble del genoma no esta

fragmentado (Figura 42)

Ensamble pre-escalamiento cromosémico Ensamble post-escalamiento cromosdmico
Scaffold* de mayor tamafio 50,717,993 43,616,551
Ndmero de scaffolds 562 523
Numero de scaffolds > 1 kbp 562 523
Numero de espacios 0 40
Numero de N’s cada 100 kpb 0.00 0.50

*Scaffold, corresponde a una secuencia de ADN ensamblada (reconstruida), a partir de secuencias contigs, y que contiene

contigs y gaps (espacios).

Figura 42. Métricas estadisticas del genoma de T. murphyi indicando mejores valores de
continuidad del genoma en el ensamble post-escalamiento a nivel cromosémico (Dovetail

HiRise Assembly).

3.- Evaluacién del ensamble del genoma de T. murphyi

La calidad de los diferentes ensambles del genoma de T. murphyi realizados en este

estudio fue realizado con el programa BUSCO y se muestran en la Figura 43.
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Ensamble

Genes BUSCO
completos

Genes BUSCO
completos y de
copia Unica

Genes BUSCO
completos y
duplicados

Genes BUSCO
fragmentados

Genes BUSCO
ausentes

Total de grupos
de genes
BUSCO
investigados

Ensamble
anterior a la
remocion del
ADN fordneo

253 (99.22%)

248 (97.25%)

255

Ensamble
posterior a la
remocion del
ADN fordneo

253 (99.22%)

248 (97.25%)

255

Ensamble del
genoma pre
escalamiento
cromosémico

253 (99.22%)

248 (97.25%)

255

Ensamble del
genoma post
escalamiento
cromosémico

253 (99.22%)

248 (97.25%)

255

Figura 43

. Métricas estadisticas de la presencia de genes ultra-conservados que se

encuentran en los diferentes ensambles realizados durante el proceso de generacién del

genoma de referencia de T. murphyi.

En la figura 43 se observa la presencia de genes ultra-conservados presentes en 70

especies de eucariontes que se encuentran en los diferentes ensambles realizados

durante el proceso de generacion del genoma de referencia de T. murphyi. En general, se

observa que los diferentes ensambles tienen una buena calidad, por el hecho que

presentan un 99.22% de genes BUSCO, solamente un gen BUSCO no esta presente en

todos los ensambles realizados.

4.- Identificacion de pseudo-cromosomas en el ensamble del genoma de T. murphyi

Debido a la gran continuidad del ensamble post-escalamiento a nivel cromosémico es que

fue posible identificar el numero de posibles cromosomas (pseudo-cromosomas) de T.

murphyi. El nimero de pseudo-cromosomas de T. myrphyi es de 23 (Figura 44).
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Figura 44. Ensamblaje del genoma de Trachurus murphyi. Mapa de contactos Omni-C del
ensamble post-escalamiento a nivel cromosémico visualizado con JuiceBox. Los

cromosomas se dan en orden de tamafio de abajo a arriba y de izquierda a derecha.

Interesantemente, los cromosomas identificados por analisis bioinformaticos tienen
tamanos similares (Figura 45) lo que esta en concordancia con lo observado en el mapa
de contactos Omni-C. Ademas, el contenido GC de los cromosomas es similar entre ellos,

alrededor de un 42%.
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Figura 45. Pseudo-cromosomas en el ensamble de Trachurus murphyi, indicando el

tamano en Mb y el contenido GC en porcentaje.

4.- ldentificacion de elementos repetidos y SNPs en el genoma de referencia de T.

murphyi

El genoma de referencia de T. murphyi tiene un total de 24.15% de elementos repetidos
representando un total de 197 Mb del ensamble total que corresponde a 818Mb. Estos
elementos repetidos corresponden principalmente a transposones de ADN (8.89%),
retrotranposones (8.34%), y repeticiones simples (5.58%) (Figura 46). Dentro de los
elementos repetidos, es importante también destacar la presencia de elementos LTRs
(4.80%), LINEs (3.41%), Gypsy/DIRS1 (2.61%), hobo-Activator (2.47%), y Tc1-1S630-

Pogo (2.14%) (Figura 46).
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Numero de elementos | Longitud (pb) | % de secuencias
GC 42.31
Bases no identificadas 24.15
Retroelementos 273059 68263474 8.34
Retrotransposones SINEs 7909 1035585 0.13
Retrotransposones PENELOPE 18 4017 0.00
Retrotransposones LINEs 138026 27927036 3.41
CRE/SLACS 0 0 0.00
L2/CR1/Rex 82778 16015217 1.96
R1/LOA/Jockey 2746 686884 0.08
R1/R4/NeSL 748 362068 0.04
RTE/Bov-B 9618 2130235 0.26
L1/CIN4 17520 4627191 0.57
Retrotransposones LTR 127124 39300853 4.80
BEL/Pao 21039 7663374 0.94
Ty1/Copia 681 269409 0.03
Gypsy/DIRS1 70082 21394851 2.61
Retroviral 29966 8882452 1.09
Transposones de ADN 358371 72717968 8.89
Hobo-Activador 113850 20174923 2.47
Tc1-1S630-Pogo 71864 17547274 2.14
En-Spm 0 0 0.00
MULE-MuDR 2717 681946 0.08
PiggyBac 5375 806279 0.10
Tourist/Harbinger 25163 4772178 0.58
Otros (Mirage, P-element, Transip) 3929 968348 0.12
Rolling-circles 6102 4329195 0.53
No clasificados 383 100161 0.01
Repeticiones inter espaciadas 141085620 17.24
ARN pequefio 14445 3105178 0.38
Satélites 3664 508595 0.06
Repeticiones simples 601445 45640029 5.58
Baja complejidad 64452 3683752 0.45

Figura 46. Anotacién de elementos repetidos en el genoma de referencia de Trachurus

murphyi.

Al entrelazar la informacién de los elementos repetidos y la densidad de SNPs a lo largo
del genoma de referencia, no encontramos luces de alguna relaciéon entre este tipo de
marcadores (Figura 47). No obstante, se necesitan de andlisis mas detallados para

descartar lo indicado.
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Figura 47. Elementos repetidos y densidad de SNPs inferidas a lo largo de los
cromosomas de T. murphyi. En rojo-azul se encuentra la densidad de SNPs, mientras que

en escala de gris se muestra la densidad de elementos repetidos.

5.- Identificacion de marcadores SNPs de T. murphyi en el genoma de referencia de

Trachurus trachurus y bases de datos

Con la finalidad de explorar los genes detras de los marcadores moleculares
desarrollados y utilizados para el analisis genético poblacional, los SNPs identificados y
caracterizados en el presente proyecto mediante tecnologia DarTseq ® fueron

comparados con la base de datos NCBI no redundante, donde esta incluido el genoma de
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referencia de Trachurus trachurus (Figura 48). La busqueda se realizé sobre la base de

loci SNPs adaptativos.

no hitin database

Trachurus rachurus genore assembly, chromosome: 8
Trachurus Tachurus genome assembly, chromosorme 4
Trachurus frachurus genome assembly, chromosome 1
Trachurus Tachurus genome assembly, chromosome 5
Trachurus Tachurus genore assembly, chromosome: 3
Trachurus trachurus genome assembly, chromosome: 24
Trachurus frachurus genome assembly, chromosome: 10
Trachurus Tachurus genore assembly, chromosome: 9
Trachurus Tachurus genome assembly, chromosome 6
Trachurus frachurus genome assembly, chromoscme: 16
Trachurus frachurus genome assembly, chromosome: 15
Trachurus trachurus genome assembly, chromosorme: 23
Trachurus rachurus genome assembly, chromosome 2
Trachurus frachurus genome assembly, chromoscrme: 14
Trachurus trachurus genome assembly, chromosome: 12
Trachurus frachurus genome assembly, chromoscme: 22
Trachurus trachurus genome assembly, chromosorme: 21
Trachurus Tachurus genome assembly, chromosome 7
Trachurus frachurus genome assembly, chromoscrme: 20
Trachurus frachurus genome assembly, chromoscrme: 17
Trachurus trachurus genome assembly, chromosorme: 11
Trachurus frachurus genome assembly, chromosome: 19
Trachurus trachurus genome assembly, chromoscrme: 18
Larimichthys crocea genome assemb ly, chromosome: XY

Human garrmaher pesvirus 4 isclate IMS _Saliva_204, par tal genom

Trachurus trachurus genome assembly, chromosome: 13
Sparus aurata genome assermbly, chromosorme: 9

Sdea senegalensis genome assenbly, chromosome:
Scophthalmus maximus chromosome 20

Pseudochaesnichtys georgianus genome assembly, chromosome: 3
P zeudochaenichthys georgianus genome assembly, chromoscme: 14

PREDICTED: Sericla laland dorsalis glutarrate icnofropic receptor NMD A type subunit 24 (grin2a), mRNA
PREDICTED: E theostorna cragini unchar acterized LOCT17959804 (LOCT17959804), ncRM
PREDICTED: Cyclopterus lurmpus ubiguitin protein ligase E 3 corrponent n-recognin 4 (ubrd), T anscriptvariantX8, mRNA

Plectropomus leopardus DMA, chromosorme 19, near ly complef sequenc
Plectropomus leopardus DMA, chrormosorme 15, near ly complets sequenc

Plaichthys fesus gencme asserbly, chromosome: 24
Epinephelus fuscoguttatus DNA, LG6, complete sequenc
Epinephelus fuscoguttatus DNA, L1, complete sequenc

Anabas testudineus genome assembly, chromosome 2
Anabas testudineus genome assembly, chromosome 1
Arrmodytes marinus genome assembly, chromosome: 24

Acanthopagrus latus isolate v. 2019 genome asserb |y, chromosorme 7
Acanthopagrus latus isolate v. 2019 genome assembly, chromosome: 12

0 20 40 60

Figura 48. Distribucion de marcadores moleculares SNPs de Trachurus murphyi

identificados mediante tecnologia DarTseq ® y su similitud con informacién depositada en

la base de datos NCBI no redundante.

A pesar de que la mayoria de los marcadores SNPs no tienen similitud en la base de

datos NCBI, un porcentaje no menor poseen similitud con la especie congénerica

Trachurus trachurus, indicando que nuestros marcadores son especificos en especies de

jureles. Analisis posteriores deben estar enfocados en determinar la posicion gendmica de
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dichos marcadores SNPs en T. murphyi, las cuales, junto con la anotacion del genoma,
nos permitira identificar variantes que puedan estar asociadas a regiones codificantes del
genoma, y asi, poder inferir relaciones gendmicas entre individuos de diferentes

poblaciones de jurel y por ejemplo las condiciones climaticas cambiantes.

Se adjunta en Anexo 4 la base de datos de resultados con que se construyen el grafico

resumen (Figura 48) de comparacion de genomas.

Conclusiones

Las técnicas de secuenciacion masiva o de tercera generacion (lllumina, PacBio HiFi CCS
y Omni-C) junto a herramientas bioinformaticas permitieron generar un genoma de
referencia o ensamble de referencia a nivel cromosémico de Trachurus murphyi del
Pacifico Sur Oriental, desde un uUnico ejemplar macho, proveniente del Golfo de Arauco,

Chile.

Un total de 86.5 GB de datos fueron generados a partir de la secuenciacion de tres
librerias, lo que corresponde a un total de 7,058,275 lecturas y una cobertura del genoma

de 108x, considerando un tamafo genémico estimado de 800 Mb.

El ensamble preliminar del genoma de T. murphyi resulto en un ensamble con un tamafio
de 818 Mb, muy cercano al tamafio gendémico calculado y con un valor de L50/N50 de
13/24.9 Mb, lo cual es indicativo de un genoma de gran continuidad; es decir, poco

fragmentado, y sin presencia de ADN foraneo.

La mayoria de los contigs tienen similitud a secuencias de genomas de cordados, lo cual

esta en concordancia con la posicién filogenética y asignacion taxonémica del jurel. La
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presencia de contigs que no tienen similitud con alguna especie en la base de datos NCBI
no redundante, es comun ya que fragmentos del genoma de toda especie pueden no

tener homologia con la informacion depositada en esta base de datos.

A partir del ensamble preliminar se pudo escalar el ensamble del genoma de T. murphyi a
nivel cromosomico, observandose que el ensamble post-escalamiento a nivel
cromosomico tiene mejores valores de continuidad, indicando que ese ensamble del

genoma no esta fragmentado.

En el ensamble a nivel cromosémico se observa la presencia de genes ultra-conservados
presentes en 70 especies de eucariontes, destacando que los diferentes ensambles

tienen una buena calidad, presentando un 99.22% de genes BUSCO.

Debido a la gran continuidad del ensamble post-escalamiento a nivel cromosémico fue
posible identificar el numero de posibles cromosomas (pseudo-cromosomas) de T.

murphyi en 23.

El genoma de referencia de T. murphyi tiene un total de 24.15% de elementos repetidos
representando un total de 197 Mb del ensamble total que corresponde a 818Mb. Estos
elementos repetidos corresponden principalmente a transposones de ADN (8.89%),
retrotranposones (8.34%), y repeticiones simples (5.58%) (Figura 46). Dentro de los
elementos repetidos, es importante también destacar la presencia de elementos LTRs
(4.80%), LINEs (3.41%), Gypsy/DIRS1 (2.61%), hobo-Activator (2.47%), y Tc1-1S630-

Pogo (2.14%).
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El genoma de referencia obtenido a nivel cromosémico para Trachurus murphyi, presenta
caracteristicas tipicas de un ADN muestra no fragmentando ni contaminado, generando
informacion confiable y disponible para analisis de anotacion gendmica de los marcadores

SNPs desarrollados en la presente investigacion.
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Resultados talleres y reuniones

Taller inicial de coordinacion

La resolucion exenta N°2436 que aprueba el contrato de investigacion entre el CIPA y la
UdeC, se celebré el 02 de septiembre de 2021. Dando lugar la reunién de coordinacion
entre el FIPA, Universidad de Concepcion e Inpesca el 19 de octubre de 2021.

A continuacion de deja a disposicién el acta generada y aprobada de la reunion de
coordinacion.

ACTA DE REUNION DE COORDINACION

PROYECTO FIPA 2021-28 “GENETICA POBLACIONAL DE JUREL (TRACHURUS
MURPHYI) EN
EL PACIFICO SUR”

EJECUTOR: Universidad de Concepcién JEFA DE PROYECTO: Sandra
Ferrada Fuentes

FECHA: 19/10/2021 LUGAR: Reunién Online plataforma Zoom
PARTICIPANTES/INSTITUCIONES

- Malu Zavando, Fondo de Investigacion Pesquera y Acuicultura

- Sandra Ferrada Fuentes, Universidad de Concepcién

- Victoria Herrera Yanez, Universidad de Concepcion

- Cristian Canales-Aguirre, Universidad de Los Lagos

- Aquiles Sepulveda, Instituto de Investigacién Pesquera, INPESCA
- Sebastian Vasquez, Instituto de Investigacion Pesquera, INPESCA
- Silvia Hernandez, Subsecretaria de Pesca y Acuicultura

- Victor Espejo Briones, Subsecretaria de Pesca y Acuicultura

TEMAS TRATADOS:
- La reunion se inicia con las indicaciones generales de Malu Zavando Benitez.
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- Sandra Ferrada Fuentes, profesional de la Universidad de Concepcion, y jefa de
proyecto expone acerca de aspectos administrativos, financiero, fechas de informes,
profesionales involucrados en el proyecto, rol y funcidon de cada uno de ellos, objetivos del
proyecto y plan de actividades asociado a estos objetivos.

- Aquiles Sepulveda, profesional de INPESCA, responsable de los temas relacionados al
objetivo 1 de proyecto. Se indica el disefio y ejecucion del plan de muestreo de Jurel, asi
como detalles sobre el andlisis morfométrico a realizar.

-Cristian Canales Aguirre, profesional de la Universidad de Los Lagos, expone sobre las
bases tedricas y técnicas de los marcadores moleculares SNPs comprometidos, asi como
sus alcances y utilidad. Se destaca la resolucién de los marcadores moleculares SNPs.
Expone en detalle la metodologia para dar cumplimiento a los objetivos 2, 3 y 4 del
presente proyecto. Presenta los analisis complementarios que se realizaran con
marcadores mitocondriales utilizando el gen D-loop.

Sebastian Vasquez, profesional de INPESCA, expone desarrollo del objetivo 5, sobre la
generacién de un modelo conceptual respecto los patrones de divergencia genética y los
procesos de conectividad que pudiesen ser evidenciados en el jurel (Trachurus murphyi)
en agua del Pacifico Sur acoplando informacion gendémica con modelos biofisicos e
hidrodinamicos.

-Victor Espejo, agradece a los expositores sus presentaciones y claridad para explicar las
metodologias y aproximaciones a utilizar durante el desarrollo del proyecto. Indica que la
calidad y cantidad de informacién a generar se deberia ver publicada al menos 4 articulos
cientificos en revistas de alto impacto, ademas de una posible tesis doctoral.

Se solicita que la informacién generada se resuma en documentos y con un lenguaje tal
que pueda ser internalizado de mejor manera por profesionales de Subpesca u otras
instituciones, y asi llegar mas facilmente a los usuarios, e.g comité de manejo. Se indica
que esto podria hacerse a través de algun escrito tipo manual, o un anexo dentro del
informe. Lo importante es poder lograr una buena difusion de los resultados del proyecto
de investigacion, no solo a la comunidad cientifica sino también a la comunidad en
general.

Los profesionales de Subpesca consultan al equipo ejecutor como se puede abordar
desde ya los compromisos asumidos por el Gobierno de Chile en la OROPS.

-Sandra Ferrada Fuentes, responde la consulta indicando que la generacion del genoma
de referencia de Trachurus murphyi seria un buen avance respeto al “Programa de
monitoreo genético” que se esta implementado en la OROPS para el jurel del Pacifico Sur
Oriental. Este genoma de referencia permitiria validar los marcadores moleculares SNPs
informativos para fines de manejo pesquero y estariamos generando informacion
relevante a ser utiliza en el “Programa de monitoreo genético”, liderando en aspectos
cientificos. Sandra Ferrada Fuentes indica el presupuesto y los tiempos necesarios para
generar el genoma de referencia de Trachurus murphyi, esto considerando que esta
actividad no esta considerada en el FIPA N°2021-28.

-Silvia Hernandez consulta a Malu Zavando, sobre la existencia mecanismo a través del
cual solicitar al FIPA destinar recursos para ampliar el actual FIPA N°2021-28, para la
generacion del genoma de referencia de Trachurus murphyi. Considerando que de esta

167



forma se daria respuesta, en parte, a los compromisos adquiridos como parte de la
OROPS.

-Malu Zavando, indica que existe el mecanismo y que se debe solicitar los recursos
justificando la solicitud ante el CIPA.

Silvia Hernandez, consulta cuales serian los puntos criticos en la metodologia de SNPs
en los que otros investigadores podrian cuestionar los resultados obtenidos.

Cristian Canales Aguirre, responde cuales serian estos factores o fases en las que se
podrian presentar algunas discrepancias. Pero aclara que todas las metodologias y pasos
a seguir seran llevados a cabo de acuerdo a los estdndares que se siguen a nivel
internacional en el ambito de la gendmica de poblaciones.

Victor Espejo, aqui hace énfasis en la importancia de contar y dejar a disposicion siempre
la base de datos original, en caso de que algun otro equipo de investigadores quiera
replicar o rehacer los analisis.

Los presentes analizan cuales serian las opciones de obtencion de muestras de jurel de
Peru, dado los inconvenientes manifestados para la obtencién de las citadas durante las
reuniones de la OROPS 2021.

Se indica que la alternativa que maneja el equipo de trabajo del FIPA N° 2021-28 es la
gestién de muestras de jurel del Peru a través de empresas pesqueras.

Respecto a las muestras de jurel de proyectos de investigacion de anos anteriores,
Sandra Ferrada, hace énfasis en que las muestras con trazabilidad de afios anteriores
(FIPA 2007-27 y FIPA 2010-18) podran ser incluidas en los analisis actuales dependiendo
de la informacién adicional que se tenga de ellas (i.e. referencia geografica de cada
muestra, medidas morfométricas, otolitos, parasitos), el objetivo es utilizar las muestras
que contengan la mayor cantidad de informacién. Toda esta informacién adicional no se
encuentra directamente en los informes FIPA disponibles en internet, debido a esto se
solicitd las bases de datos de ambos proyectos al FIPA Las bases de datos ya fueron
solicitadas, una vez se obtengan se hara la busqueda de que muestras se tiene mayor
cantidad de informacion y esas seran las que potencialmente se analizaran.
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Presentacion de reunion de coordinacion
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¢ Qué antecedentes genéticos poblacionales
estan disponibles para el Jurel,

Trachurus murphyi, en el Pacifico Sur?
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éCuales son los objetivos del
FIPA 2021-287

Objetivos especificos

1. Elaborary ejecutar un disefio de muestreo de jurel (Trachurus murphyi), que
permita caracterizar genéticamente a la especie en agua del Pacifico Sur.

2, Identificar y analizar marcadores moleculares del tipo SNPs para el jurel
(Trachurus murphyi), que permitan identificar grupos genéticamente divergentes en
agua del Pacifico Sur, comparando los patrones de divergencia genética identificados
con gradientes fenotipicosy bioldgicos pesqueros documentados previamente.

3. Identificar y definir los limites geograficos de los grupos genéticamente
divergentes que se evidencien en el jurel (Trachurus murphyi) en agua del Pacifico Sur.

4, Estimar el grado de conectividad genética y proporcion de mezcla entre los
grupos genéticamente divergente que se evidencien en el jurel (Trachurus murphyi) en
aguas del Pacifico Sur.

5. Desarrollar un modelo conceptual respecto a los patrones de divergencia
genética y los procesos de conectividad evidenciados en el jurel (Trachurus murphyi)
en agua del Pacifico Sur.
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Para dar cumplimiento el objetivo general, se propusieron cinco pilares

fundamentales, los cuales incluyen: En negrita los aspectos que van més all de la bases técnicas y
que fueron propuestos y comprometidos, en pro de mejores resultados

» disefar una estrategia de muestreo que responda al objetivo general, abarcando el
Pacifico Sur Oriental.

* actualizardatos morfométricos del jurel en el Pacifico Sur Oriental.

* uso de ADN mitocondrial (D-LOOP) de T. murphyi, para estimar divergencias y
conectividad genética.

* uso de marcadores SNPs distribuidos a lo largo del genoma de T. murphyi, para
estimar divergenciasy conectividad genética.

* implementacién y actualizacion de modelos hidrodindmicos y biofisicos para el
jurel del Pacifico Sur, integrando la informacion gendmica en el analisis de los
procesos de conectividad en el T. murphyi del Pacifico Sur.

174



175



Talleres comprometidos

Taller o reunién de inicio o coordinacion inicial primer mes iniciado proyecto
Tallerinternacional 1, posterior a la entrega del informe de avance
Tallerinternacional 2, posterior a la entrega de preinforme final

Taller dirigido al Comité cientifico técnico del jurel, posterior a la entrega del
informe de avance

Taller de difusion de resultados
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Talleres de trabajo Internacional

Se dio cumplimiento con los talleres y se colaboré directamente con los profesionales de
Subsecretaria de Pesca y Acuicultura (Subpesca) y otras entidades de gobierno en las

reuniones y talleres de la Organizacion Regional de Pesca del Pacifico Sur (ORP-PS).

Taller cientifico internacional 1

Entre el 27 al 02 de octubre de 2022, se llevd a cabo de manera virtual el 9TH
SCIENTIFIC COMMITTEE MEETING REPORT de la South Pacific Regional Fisheries
Management Organisation (SPRFMO).

En esta oportunidad, se participé como equipo de trabajo, apoyando la participacion de la
delegacién Chilena, en particular en aquellas tematicas relacionadas con genética vy
conectividad.

A continuacién, se deja a disposicién la exposicién desarrollada por el equipo de trabajo y
presentada por el investigador Aquiles Sepulveda del Inpesca.

Se adjuntan como respaldos el documento presentado con el resumen del proyecto:
Genetics of Chilean Jack mackerel in the South Pacific Ocean (Anexo 5) y la

presentacion realizada (Anexo 6).

Taller cientifico internacional 2

South Pacific Regional Fisheries Management Organisation 10th MEETING OF THE
SCIENTIFIC COMMITTEE, realizado entre €26 al 30 de septiembre de 2022.

Se adjuntan como respaldos el Working paper SC10-JM08 presentado con los resultados
obtenidos del proyecto a esa fecha “Population genetics of Jack mackerel (Trachurus
murphyi) in the South Pacific Ocean” (Anexo 7) y la presentacion realizada (Anexo 8).
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Plan de actividades o carta gantt fipa 2021-28

Actividad

1. Actividades Generales

Coordinacién para ejecucion del
proyecto

Coordinacioén inicial con
SUBPESCA

Taller de trabajo Internacional 1
Taller de trabajo Internacional 2

Taller al Comité Cientifico Técnico
de Jurel

2. Objetivo especifico 1

2.1. Ejecucién del programa de
muestreo propuesto.

2.2. Obtencidn de datos bioldgicos

2.3. Procesamiento de muestras
para fines genéticos

3. Objetivo especifico 2

3.1. Extraccion de ADN

3.2. Amplificacién fragmentos de
ADNmt

Resultado esperado asociado

Reuniones equipo trabajo

Reunién de coordinacion

Obtencién de las muestras
comprometidas

Base de datos con medidas biolégicas

Obtencion de tejido para analisis
genéticos

Obtencion de ADN para ADNmt y
librerias SNP

Obtencion de amplicones para D-LOOP

Meses
3 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
X X X X X X X X X X
X
X X
X X
X X
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3.3. Secuenciacion de fragmentos
ADNmt

3.4. Preparacion librerias RADseq y

secuenciacion NGS

3.5. Pre-procesamientos: filtros de
calidad, identificacion y tipificacion
de SNPs

3.6. Filtros post-tipificaciéon de
SNPs

4. Objetivo especifico 3

4.1. Alineamientos de ADNmt

4.2. Diversidad genética y
Reconstruccion filogenética

4.3. Relaciones genealdgicas y
Cambios demograficos

4.4, |dentificacion de estructura

poblacional ADNmt

4.5. Anadlisis incluyendo datos
disponibles desde GenBank

4.6. Generacion bases de datos
SNP

4.7. Diversidad genética en SNP

4.8. Identificacion de estructura
poblacional SNP

5. Objetivo especifico 4

Obtencion de secuencias para D-LOOP

Lecturas crudas para cada libreria
secuenciada en NGS

Base datos SNP cruda

Base de datos curada

Alineamiento de secuencias para D-
LOOP

Obtencion de parametros de diversidad
y arbol filogenético intraespecifico

Obtencion de una red de haplotipos y
un analisis de mismatch

Obtencion de resultados para identificar
diferencias poblacionales (e.g. Fst,
Geneland)

Obtencion base de datos de D-LOOP
desde Genbank y resultados desde una
red de haplotipos y Fst para comparar
espacial y temporalmente.

Obtencion de tres bases de datos, i)
neutral, ii) adaptativa y iii) total (ambas)

Obtencion de parametros de diversidad
genética para cada base de datos

Obtencion de resultados para identificar
diferencias poblacionales para cada
base de datos
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5.1 Grado de conectividad
genética SNP

5.2. Proporcién de mezcla SNP

6. Objetivo especifico 5

6.1 Actualizacion de Modelo
hidrodinamico para jurel del PS

6.2. Actualizaciéon de Modelo
biofisico para jurel del PS

6.3. Analisis de procesos de
conectividad en jurel en el
Pacifico Sur

7. Objetivo especifico 6

7.1 Extraccion de ADN para
genoma

7.2 Librerias

7.3 Analisis calidad

7.4 Ensamble

7.5 Analisis genoma

7.6 Mapear genoma

7.7 Validacion de SNPs

Obtencion de resultados del grado de
conectividad genética entre las
poblaciones identificadas

Obtencion de la proporcion de mezcla
entre los grupos genéticamente
divergentes que se evidencien

Propuesta de posibles patrones de
conectividad

de jurel en el Pacifico Sur
Propuesta de posibles patrones de
conectividad

de jurel en el Pacifico Sur
Propuesta de posibles patrones de
conectividad

de jurel en el Pacifico Sur

Seleccion de tejido 6ptimo para
extraccion de ADN gendmico de jurel

Preparacion de librerias y
secuenciacion masiva

Andlisis de calidad y limpieza de
secuencias

Ensamble de secuencias,
alineamiento, anotacion

Andlisis del genoma y sus
caracteristicas

Mapear en el genoma de referencia de
jurel los SNPs que hayan mostrado
diferencias significativas y que sean
informativos para la pesqueria y el
manejo, como por ejemplo fecundidad,
crecimiento, madurez sexual y
fecundidad entre otros.

Validacién de los SNPs identificados en
el genoma de referencia en las
muestras analizas durante el proyecto

X | x| x
10 |11 [ 12 |13 | 14 [15 |16 |17 |18 |19 |20 |21
X
X
X
X
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7.8 Panel de SNPs

Informe Avance
Pre Informe Final
Taller de Difusion de Resultados

Informe Final

Proponer un set/panel de SNPs
informativos para fines de manejo
pesquero para ser utilizados en el
programa de monitoreo genético de
jurel en la OROPS.

Documento Informe de Avance
Documento Prelnforme Final
Taller de difusién de resultados

Documento con Informe Final
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Composicion y organizacion del equipo profesional y técnico

asignado al proyecto

NOMBRE TITULO / PROFESION INSTITUCION  FUNCION ACTIVIDADES
Magister en Pesquerias / Bidlogo Jefe de Coordinacion Analisis
Sandra Ferrada Fuentes UdeC
Marino Proyecto Genético, Informes
Ricardo Galleguillos PhD Biology / Profesor Biologia UdeC Investigador Coordinacion de Talleres
Victoria Herrera Yanez Magister en Zoologia / Bidlogo Marino UdeC Investigador  Andlisis genético Laboratorio
Doctor of Philosophy, mencién en
Felipe Aguilera Biologia Evolutiva y UdeC Investigador Genoma de referencia
Bioinformatica/Biologo Marino
Administrativo - UdeC Administrativo Apoyo administrativo
. . Dr. en Sistematica y Biodiversidad / . Coordinacion, Analisis
Cristian B. Canales-Aguirre . . ULagos Investigador .
Bidlogo Marino Genético, Informes
Técnico NN - ULagos Técnico Apoyo Analisis
Coordinacion de muestreo.
. ) o Doctorado Recursos Naturales . Analisis de datos meristicos y
Aquiles Sepulveda Oroéstica (Pesquen’as)/Magister en INPESCA Investigador X
s . bio-pesqueros, Modelo
Oceanografia /Bidlogo Marino
conceptual jurel en PS.
. N Andlisis de modelo conceptual
Sergio Nufiez Elias Magister en Oceanografia /Bi6logo INPESCA Investigador _ P
Marino en PS (parte ambiental).
. i . Modelo biofisico (MB) en PS.
) Magister en Pesquerias / Bidlogo ) o
Sebastian Vasquez Pastene - INPESCA Investigador Patrones de conectividad.
arino
Modelo conceptual jurel.
Modelo hidrodinamico
Cristian Salas Dominguez Doctorado en Fisica / Fisico INPESCA Investigador (actualizacion) en PS.
Patrones de circulacion.
Modelo conceptual jurel.
Nicolas Alegria Landeros Bidlogo Marino INPESCA Investigador Andlisis de modelo conceptual
en PS (parte ambiental).
Técnico NN _ INPESCA Técnico Muestreo y obtencion de datos

bioldgico
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Personal participante por actividad

HH mensual por actividad

Totales
Nombre Actividades por profesional o técnico Mes por
nombre
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Coordinacion Proyecto 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 5 5 5 5 5 5 180
Analisis de datos 15 15 15 15 15 15 15 15 120
Preparacion librerias 10 10 10 30
Sandra analisis del genoma 15 15 25 15 70
Ferrada
Informes 5 20 5 20 10 20 10 20 110
Organizacion Talleres 20 30 20 20 90
Total HH por mes 30 10 10 10 25 25 35 35 65 45 60 55 65 40 30 5 15 25 5 5 5 600
Coordinacion Proyecto 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 3 3 3 2 2 2 90
Ricardo Informes 10 10 10 10 10 10 60
Galleguillos L
Organizacion Talleres 10 5 10 10 15 50
Total HH por mes 15 5 5 5 5 5 5 10 15 15 15 5 15 30 15 3 13 13 2 2 2 200
Coordinacién Proyecto 5 5 2 2 2 2 2 4 4 2 2 4 4 4 4 2 2 2 2 2 2 60
Analisis genético Laboratorio 40 40 40 40 160
Victoria -
Herrera Analisis de datos 20 20 20 20 80
Yéfez Seleccion 'y muestreo tejido para 50 50
genoma
Informes 20 20 10 20 10 20 100
Total HH por mes 5 45 42 42 62 22 72 24 4 2 22 24 4 14 24 2 12 22 2 2 2 450
Técnico NN andlisis genético Laboratorio 20 20 20 20 10 90
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Cristian B.
Canales
Aguirre

Técnico NN

Aquiles
Sepulveda
Oroéstica

Sebastian
Vasquez
Pastene

Informes

Total HH por mes 20 20 20
Coordinacion Grupo U Los Lagos

Preparacion Librerias

Analisis Bioinformatico

Analisis de calidad, limpieza y ensamble
de secuencias para genoma

Alineamiento, anotacion y analisis de

genoma
Informes

Talleres 5
Total HH por mes 5

Analisis Bioinformatico
Informes

Total HH por mes

Recoleccién especimenes localidades
internacionales Pacifico Sur (PS)

(S,
(S,
S,
[$,]

Muestreos bioldgicos completos. Analisis
entre localidades

(S,
(S,
S,
[$,]

Andlisis de datos meristicos (actuales e

histéricos) 5
Analisis modelo conceptual jurel en PS. 5
Informes y presentacién de resultados

Total HH por mes 10 10 10 20

Actualizacién de Modelo biofisico para

jurel del PS o

Analisis de conectividad.

20

20

10
40

20

20

10

20

10

20

15

40

20

20

10

20

15

10

50

20

20

10

10

10

10

25

20

20

10

10

10

40

10

10

10

15

35

10

15

35

30

30

10

15

10

10

10
25

15
10
30

10

15

15

25

10

5 5 5
15 20

5 20 25
10

10

5

5

10
100

90

60

60

30

50

95
45
430

20

10
100

30

30

25

50

50

185
30

30
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Anadlisis de modelo conceptual jurel del PS ® 5 10 ® 5 ® 35

Informes y presentacion de resultados 10 30 10 50
Total HH por mes 10 10 10 20 10 20 20 10 5 30 10 145
Analisis modelo conceptual jurel en PS. 5 5 5 5 5 25
Sergio
Nufiez Elias Variabilidad ambiental PS 5 5 5 5 10 30
Total HH por mes 10 10 10 10 15 55
Actualizacién de Modelo hidrodinamico para 10 10 5 5 30
jurel del PS
Cristian
Salas Variabilidad ambiental PS 5 5 10 20 10 50
Dominguez
Informes y presentacion de resultados 20 15 10 45
Total HH por mes 10 10 10 10 10 20 30 15 10 125
L, Coordinacién de bitacoras y muestreos 10 10
Nicolas
Alegri
Lai%r;?os Anadlisis modelo conceptual jurel en PS. 10 10 10 30
Total HH por mes 10 10 10 10 40
Rec_olecmon especimenes localidades 10 10 10 10 10 50
nacionales
Mue:s.trleos blologlcqs completos. 10 10 10 10 10 10 60
Técnico NN  Analisis entre localidades
Analisis de datos meristicos (actuales
e 10 10
e histéricos)
Total HH por mes 20 20 20 20 20 20 120
Totales 105 110 97 117 212 152 192 270 200 122 137 200 80 125 135 22 22 22 2550
mensuales
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Anexo 1. Planilla general con la informacion total obtenida para cada ejemplar de Jurel muestreado. FIPA N°2021-28.

Las casillas que han quedado en blanco para las columnas Tipo de pesca, Aparejo de pesca y Lance se debe a que no fue posible
conseguir esta informacion. Las casillas en blanco para la columna Otolitos se debe a que para estas muestras en particular no hubo

muestreo de otolitos para ser almacenados.

N° Aparejo de
N° INP Embarcacion Tipo Pesca pesca Localidad Fecha Lance Latitud Longitud LH PT Sexo Otolito
1 1 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 42 915,5 H 2
2 2 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 40 827,7 H 2
3 3 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 42 853 M 2
4 4 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 42 972,9 H 1
5 5 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 41 873,3 M 2
6 6 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 43 1019,1 M 2
7 7 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 42 892,6 H 2
8 8 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 39 736,4 M 0
9 9 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 42 954,7 H 2
10 10 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 39 731,3 H 2
11 11 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 45 1170,7 M 2
12 12 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 43 991,2 H 2
13 13 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 43 926,8 H 2
14 14 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 42 906,5 M 2
15 15 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 42 970,6 M 2
16 16 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 41 787,7 H 2
17 17 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 42 905,3 H 2
18 18 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 43 937,8 H 1
19 19 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 45 1156,7 H 2
20 20 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 42 1038,3 M 2




21 21 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 41 837,9 M
22 22 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 39 726,6 H
23 23 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 42 911 M
24 24 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 43 963,7 M
25 25 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 42 961,5 H
26 26 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 41 865,6 H
27 27 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 40 834,1 H
28 28 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 40 758 H
29 29 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 40 820,6 H
30 30 Pam-Lonco Industrial Cerco (W) Punta Nugurne 07-12-2021 L3 -36,02 -73,15 40 798,6 H
31 1 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 42 969,3 M
32 2 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 45 1182,5 M
33 3 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 43 100,7 M
34 4 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 45 1184 H
35 5 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 46 1262,2 H
36 6 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 43 1084,8 M
37 7 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 52 1707,3 M
38 8 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 40 914,5 H
39 9 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 42 930,7 H
40 10 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 40 951,3 M
41 11 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 44 1073,7 M
42 12 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 41 953,8 H
43 13 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 44 1105,2 M
a4 14 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 42 1037,7 H
45 15 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 45 1194,8 H
46 16 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 39 733,8 H
47 17 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 41 898 H
48 18 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 42 1086,1 H




49 19 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 43 1032 M
50 20 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 42 990,5 M
51 21 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 42 956,5 M
52 22 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 43 1056,3 M
53 23 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 44 1153,2 M
54 24 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 45 1345 M
55 25 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 42 885,1 M
56 26 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 43 988,5 M
57 27 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 38 712,3 M
58 28 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 45 1128,8 M
59 29 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 41 940,2 H
60 30 Vesterveg Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 2 -36,48 -73,61 40 932,8 M
61 1 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 41 1038,6 M
62 2 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 42 969,2 M
63 3 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 43 1087,3 M
64 4 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 42 935,8 H
65 5 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 46 1167,5 M
66 6 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 39 845,3 H
67 7 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 44 1097,9 M
68 8 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 40 822,3 M
69 9 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 42 822,3 M
70 10 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 38 709,6 M
71 11 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 40 853,7 H
72 12 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 39 718,3 H
73 13 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 39 821,5 M
74 14 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 47 1391,1 H
75 15 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 46 1244,4 H
76 16 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 40 885,9 M




77 17 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 41 910,9 M
78 18 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 40 854,2 H
79 19 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 40 839,4 H
80 20 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 40 841,2 M
81 21 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 44 1182 M
82 22 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 43 1050,9 M
83 23 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 38 712,9 M
84 24 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 40 815,7 H
85 25 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 38 900 M
86 26 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 42 975,5 M
87 27 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 39 806,4 H
88 28 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 44 1034,8 H
89 29 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 39 837,7 H
90 30 Bucanero | Industrial Cerco Golfo de Arauco 28-12-2021 4 -33,61 -73,64 38 769,4 H
91 1 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 36 540,3 M
92 2 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 36 587 H
93 3 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 35 531,4 M
94 4 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 36 651,3 M
95 5 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 37 669,2 M
96 6 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 38 666,6 M
97 7 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 34 496,7 H
98 8 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 35 556,2 H
99 9 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 38 719,1 M
100 10 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 37 647,5 H
101 11 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 45 1056,1 H
102 12 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 38 745,5 M
103 13 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 37 687,6 M
104 14 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 2 -26,98 -70,88 35 607,4 H




105 15 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 40 821,1 H
106 16 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 38 690,2 M
107 17 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 40 828,8 M
108 18 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 40 754,2 M
109 19 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 35 599 M
110 20 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 38 698 H
111 21 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 40 769,5 M
112 22 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 36 610 M
113 23 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 50 1582,1 H
114 24 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 37 705,8 M
115 25 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 45 1060,3 H
116 26 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 45 1169,5 H
117 27 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 49 1360,2 M
118 28 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 38 701,3 M
119 29 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 36 613,8 H
120 30 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 40 798,7 M
121 31 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 42 958,2 H
122 32 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 36 593,3 H
123 33 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 36 610,9 H
124 34 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 40 812,3 M
125 35 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 38 740,4 H
126 36 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 38 699,4 M
127 37 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 37 631,3 H
128 38 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 38 756,2 H
129 39 L/M Fortuna IV Artesanal Cerco Caldera 26-01-2022 -26,98 -70,88 39 733,8 M
Bote a motor El
130 1 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 39 684,1 M
Bote a motor El
131 2 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 35 473,5 M




Bote a motor El

132 3 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 40 715,4
Bote a motor El

133 4 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 39 697,5
Bote a motor El

134 5 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 40 682,7
Bote a motor El

135 6 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 39 764,1
Bote a motor El

136 7 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 39 651
Bote a motor El

137 8 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 39 695,9
Bote a motor El

138 9 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 38 617,7
Bote a motor El

139 10 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 40 687,4
Bote a motor El

140 11 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 35 491,6
Bote a motor El

141 12 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 39 679,3
Bote a motor El

142 13 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 34 436,5
Bote a motor El

143 14 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 38 641,4
Bote a motor El

144 15 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 38 650,3
Bote a motor El

145 16 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 38 607,3
Bote a motor El

146 17 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 33 359,6
Bote a motor El

147 18 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 37 611,7
Bote a motor El

148 19 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 37 571,8
Bote a motor El

149 20 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 39 652,5
Bote a motor El

150 21 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 38 573,9
Bote a motor El

151 22 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 36 558
Bote a motor El

152 23 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 35 519,9
Bote a motor El

153 24 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 38 683,7




Bote a motor El

154 25 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 34 501,2 H
Bote a motor El
155 26 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 29 276,1 H
Bote a motor El
156 27 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 38 634,3 H
Bote a motor El
157 28 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 39 648,3 M
Bote a motor El
158 29 Reno Artesanal Guanaqueros 02-02-2022 -30,12 -71,45 36 548,7 H
159 1 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 31 345 M
160 2 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 33 420 H
161 3 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 30 320 H
162 4 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 32 390 H
163 5 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 36 600 H
164 6 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 30 310 M
165 7 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 30 320 H
166 8 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 33 420 H
167 9 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 33 390 H
168 10 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 31 330 H
169 11 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 32 355 H
170 12 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 25-01-2022 -36,63 -73,71 31 340 M
171 1 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 46 1160 M
172 2 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 38 750 H
173 3 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 38 690 H
174 4 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 38 700 H
175 5 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 38 650 H
176 6 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 37 640 M
177 7 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 36 600 M
178 8 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 37 750 H
179 9 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 43 950 M
180 10 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 40 770 M




181 11 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 39 700 M
182 12 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 36 570 H
183 13 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 39 750 H
184 14 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 38 680 M
185 15 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 36 630 H
186 16 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 37 680 H
187 17 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 39 680 H
188 18 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 41 850 M
189 19 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 38 690 H
190 20 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 36 580 H
191 21 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 38 700 H
192 22 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 38 650 H
193 23 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 38 730 H
194 24 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 37 700 H
195 25 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 42 1030 M
196 26 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 41 980 M
197 27 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 41 870 H
198 28 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 41 900 H
199 29 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 43 1000 H
200 30 RAPA NUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 10-01-2022 -36,46 -73,65 38 730 M
201 1 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31,5 357,6 H
202 2 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29,5 288,2 H
203 3 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 291,4 H
204 4 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31,5 321,8 M
205 5 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31,5 346,2 M
206 6 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 278,7 M
207 | 7 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30,5 308 M
208 8 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30,5 345,2 M




209 9 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29,5 290,1 H
210 | 10 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31,5 298,5 M
211 | 11 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30,5 277,1 M
212 | 12 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 32 409,5 M
213 | 13 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 32,5 378,8 H
214 | 14 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 300,5 M
215 | 15 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31,5 316,7 H
216 | 16 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30 273,9 H
217 | 17 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30,5 302,8 H
218 | 18 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29,5 291,9 H
219 | 19 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30,5 310,6 H
220 | 20 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 326,1 M
21| 21 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 336,6 H
222 | 22 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30 344,3 M
223 | 23 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31,5 336,8 M
224 | 24 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29,5 247,2 M
225 | 25 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30,5 286,3 M
226 | 26 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 33 420,2 M
227 27 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31,5 295,9 H
228 | 28 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29 305,6 H
229 | 29 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 340 H
230 30 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30 294,8 M
231 31 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 346,5 M
232 | 32 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 308,2 H
233 33 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29 295,6 H
234 34 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29 317 M
235 | 35 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 369,3 M
236 36 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 28 253 M




237 | 37 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 324,1 M
238 | 38 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29,5 296 M
239 | 39 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30 294,3 M
240 | 40 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30 322,5 M
241 | 41 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29 290,8 M
242 | 42 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 3271 M
243 | 43 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29 279,8 H
244 | 44 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 327,2 H
245 | 45 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 375,3 M
246 | 46 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 32 377,8 M
247 | a7 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 344,2 M
248 | 48 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 32 355,4 H
249 | 49 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29 280,4 M
250 | 50 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29 289,3 H
251 | 51 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 344,8 M
252 | 52 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30 278,7 H
253 | 53 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 30 316,5 M
254 54 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 29 282,1 M
255 55 E. artesanal Artesanal al pinche Arica 17-03-2022 -18,56 -70,38 31 315 H
256 1 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 310,1 H
257 2 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 286,9 M
258 3 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 332,8 M
259 4 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 29 264 M
260 5 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 33 384,7 M
261 6 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 343,3 H
262 7 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 34 417,3 M
263 8 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 32 332,4 H
264 9 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 29 284,3 H




265 10 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 363,8 H
266 11 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 330,2 H
267 12 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 311,1 M
268 13 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 362,5 M
269 14 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 32 314,3 M
270 15 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 301,3 M
271 16 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 291,6 M
272 17 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 340,6 M
273 18 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 297 M
274 19 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 337,8 M
275 20 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 271,5 M
276 21 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 32 365,2 M
277 22 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 29 275,5 H
278 23 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 32 388 H
279 24 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 34 411,4 M
280 25 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 321,9 H
281 26 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 32 352 M
282 27 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 351,3 M
283 28 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 329,1 M
284 29 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 29 300,4 M
285 30 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 290,4 M
286 31 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 32 373,9 H
287 32 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 38 543,4 H
288 33 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 29 291,7 M
289 34 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 291,1 H
290 35 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 300,9 H
291 36 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 33 399,6 H
292 37 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 36 497,6 H




293 38 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 32 374,1 M
294 39 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 286,4 M
295 40 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 305,2

296 41 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 281,2 M
297 42 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 32 323,8 H
298 43 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 314,6 M
299 44 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 32 377,9 H
300 45 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 29 283,4 H
301 46 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 318,1 M
302 47 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 36 498,4 H
303 48 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 315,9 H
304 49 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 33 430,4 M
305 50 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 32 366,5 M
306 51 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 31 322,4 H
307 52 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 305,3 M
308 53 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 33 385,6 H
309 54 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 29 284,9 M
310 55 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 283,9 H
311 56 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 299,2 M
312 57 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 330 M
313 58 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 308,4 H
314 59 Garota Artesanal Coquimbo 10-03-2022 -30,1 -71,51 30 333,7 H
315 1 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 33 431,7 M
316 2 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 35 463,9 M
317 3 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 32 379,4 H
318 4 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 34 446 H
319 5 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 33 395 M
320 6 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 32 375,2 H




321 7 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 36 497,9 M
322 8 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 33 372,2 M
323 9 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 33 403,6 H
324 10 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 33 414,8 M
325 11 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 33 415,1 M
326 12 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 35 495,5 M
327 13 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 32 352 H
328 14 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 31 327 H
329 15 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 30 308,6 H
330 16 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 33 411,7 M
331 17 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 36 569,6 H
332 18 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 34 433,1 M
333 19 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 34 420,9 M
334 20 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 33 415,3 H
335 21 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 31 309,8 M
336 22 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 33 433,6 H
337 23 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 31 369,8 M
338 24 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 30 328,8 M
339 25 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 33 401 H
340 26 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 32 358,1 M
341 27 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 35 437,9 H
342 28 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 34 440,8 H
343 29 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 36 499,9 M
344 30 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 30 358,9 H
345 31 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 34 458,7 M
346 32 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 33 428,7 M
347 33 Claudio | Artesanal Corral 31-03-2022 -39,84 -73,43 31 312,1 M
348 1 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 29,5 272,4 H




349 2 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30 296,4 M
350 3 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 28 286,8 M
351 4 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 33,5 432,9 H
352 5 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 32 330,2 H
353 6 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30,5 322,7 H
354 7 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 31,5 350,1 H
355 8 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 31 310,5 M
356 9 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30 324,7 M
357 10 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30 288,2 M
358 11 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 31 320,3 H
359 12 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 29,5 295,7 M
360 13 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 29 243,2 M
361 14 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30,5 337,4 H
362 15 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30 258,8 M
363 16 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30 281,7 M
364 17 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30 294 M
365 18 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30,5 292,1 M
366 19 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 29,5 262,4 H
367 20 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 28 232 M
368 21 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 31,5 300,9 H
369 22 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30,5 316,7 H
370 23 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 31 287 M
371 24 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 32 369,7 M
372 25 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30,5 311,2 M
373 26 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 29 260,5 H
374 27 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 31 322,8 M
375 28 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 29,5 284,1 H
376 29 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30 283,1 M




377 30 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 31 316,7 H
378 31 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 31 292,5 M
379 32 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 28,5 268,3 M
380 33 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30,5 297,8 H
381 34 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 29,5 255,4 M
382 35 Isaac Artesanal lquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 31 308,6 M
383 36 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 32 376,2 H
384 37 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30 312,2 M
385 38 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30 301,9 M
386 39 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30 317,1 M
387 40 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 30 323,7 H
388 41 Isaac Artesanal Iquique 28-03-2022 -19,88 -70,14 32 344,3 H
389 1 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 37 606,7 M
390 2 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 34 454,7 M
391 3 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 37,5 632,1 H
392 4 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 41,5 906,4 H
393 5 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 39 650,9 M
394 6 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 33 430,2 H
395 7 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 40 806,2 H
396 8 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 37 626,3 M
397 9 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 34,5 467 M
398 10 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 36 591,2 H
399 11 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 41 861,8 H
400 12 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 35 531,4 H
401 13 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 32,5 416,1 M
402 14 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 34 462,3 H
403 15 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 37,5 614,2 M
404 16 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 37,5 601,3 M




405 17 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 42,5 948,2 H
406 18 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 36 629,7 H
407 19 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 37,5 609,2 M
408 20 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 39 731,4 M
409 21 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 38 618 M
410 22 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 36,5 609,6 H
411 23 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 38,5 679,9 H
412 24 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 46 1265,1 M
413 25 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 41 859,1 H
414 26 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 41,5 822 H
415 27 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 34,5 455,9 M
416 28 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 36,5 549 H
417 29 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 41 799,3 M
418 30 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 40 755,6 M
419 31 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 36,5 656,2 H
420 32 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 40,5 788,5 M
421 33 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 35 482,3 M
422 34 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 43 1043,4 M
423 35 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 43 913,9 H
424 36 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 39 684,6 H
425 37 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 37,5 601 M
426 38 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 45,5 1159 H
427 39 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 38,5 704,2 M
428 40 Ruth Industrial Cerco Isla Mocha 14-04-2022 -38,33 -74,04 43 947,4 H
429 1 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 45 1045,1 M
430 2 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 43 904,4 H
431 3 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 43 924,7 M
432 4 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 44 1093,8 M




433 5 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 42 806,3 M
434 6 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 35 473,3 M
435 7 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 35 492,7 M
436 8 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 40 858,1 H
437 9 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 41 826,2 M
438 10 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 39,5 661,5 M
439 11 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 39,5 810,4 M
440 12 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 36,5 609,7 H
441 13 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 41 807,2 H
442 14 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 42,5 971,6 M
443 15 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 42 996,8 M
444 16 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 33 450,2 H
445 17 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 42 984,2 M
446 18 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 41 847,6 H
447 19 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 37 613,4 H
448 20 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 38 701 H
449 21 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 39,5 827,2 H
450 22 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 34 463,2 H
451 23 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 40 783,8 M
452 24 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 40 737 M
453 25 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 40 753,7 H
454 26 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 39 752,8 H
455 27 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 42 873,4 M
456 28 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 40 761,7 M
457 29 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 39 665 M
458 30 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 40 742,7 H
459 31 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 38 620,8 M
460 32 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 38 698,2 M




461 33 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 40 785,6 M
462 34 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 42 857,8 H
463 35 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 40 756,6 M
464 36 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 35 458,8 M
465 37 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 34 464,7 M
466 38 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 40 798,1 H
467 39 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 37 547,8 M
468 40 Corsario | Industrial Cerco Isla Mocha 20-04-2022 -38,85 -73,75 38 685,3 H
469 1 RAPANUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 23-04-2022 -38,08 -73,96 43,5 1042,6 H
470 2 RAPANUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 23-04-2022 -38,08 -73,96 46,5 1171,8 H
471 3 RAPANUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 23-04-2022 -38,08 -73,96 43 902,3 M
472 4 RAPANUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 23-04-2022 -38,08 -73,96 42,5 1069,8 H
473 5 RAPANUI Industrial Cerco Golfo de Arauco 23-04-2022 -38,08 -73,96 44 987,5 M
474 1 Don Edmundo Golfo de Arauco 09-06-2022 -36,94 -73,75 45,5 1395 M
475 2 Don Edmundo Golfo de Arauco 09-06-2022 -36,94 -73,75 37,8 915 H
476 3 Don Edmundo Golfo de Arauco 09-06-2022 -36,94 -73,75 39,3 960 M
477 4 Don Edmundo Golfo de Arauco 09-06-2022 -36,94 -73,75 41,5 1210 H
478 5 Don Edmundo Golfo de Arauco 09-06-2022 -36,94 -73,75 40,2 985 M
479 6 Don Edmundo Golfo de Arauco 09-06-2022 -36,94 -73,75 37 800 H
480 7 Don Edmundo Golfo de Arauco 09-06-2022 -36,94 -73,75 41,8 1210 M
481 8 Don Edmundo Golfo de Arauco 09-06-2022 -36,94 -73,75 36,5 780 H
482 9 Don Edmundo Golfo de Arauco 09-06-2022 -36,94 -73,75 37,3 855 H
483 10 Don Edmundo Golfo de Arauco 09-06-2022 -36,94 -73,75 41,3 945 M
484 11 Don Edmundo Golfo de Arauco 09-06-2022 -36,94 -73,75 33,7 585 M
485 1 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 45 1026,1 H
486 2 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 40 677,6 M
487 3 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 40 598,5 H
488 4 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 43 910,5 H




489 5 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 47 1217,8 H
490 6 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 40 706,8 M
491 7 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 37 521,8 M
492 8 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 39 755,6 M
493 9 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 40 755 H
494 10 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 41 744,1 M
495 11 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 40 667,2 M
496 12 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 44 955,1 M
497 13 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 39 663,3 H
498 14 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 39 678,4 M
499 15 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 38 565,9 M
500 16 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 39 601 H
501 17 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 39 601 M
502 18 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 38 548,3 H
503 19 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 39,5 658,1 H
504 20 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 43 824,9 M
505 21 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 43 794,2 M
506 22 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 37 525,8 H
507 23 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 41,5 780,2 H
508 24 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 45,5 1091,9 H
509 25 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 38 686,7 M
510 26 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 39 692,8 H
511 27 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 38 554,8 M
512 28 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 46,5 1142,4 H
513 29 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 43,5 953,2 H
514 30 PAM TRUENO Mejillones 03-05-2022 -23,02 -70,88 43 94,3 H
515 1 Aventurero lquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 37 560,4 H
516 2 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 43 980,9 M




517 3 Aventurero lquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 44 1308,1 M
518 4 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 43,5 871,6 M
519 5 Aventurero lquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 41 735,1 H
520 6 Aventurero lquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 41 784,7 M
521 7 Aventurero lquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 47 1228,3 M
522 8 Aventurero lquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 46 1134 M
523 9 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 42 859 M
524 10 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 39 628,5 M
525 11 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 36 552 H
526 12 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 38 601,2 H
527 13 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 40,5 746,6 M
528 14 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 41 883,1 M
529 15 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 41 820,5 H
530 16 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 40,5 793,5 H
531 17 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 44 899 H
532 18 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 49 377,6 M
533 19 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 45 1194 M
534 20 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 44 1072,8 H
535 21 Aventurero Iquique 01-03-2022 -21,22 -71,06 43,5 933,9 H
Oeste de Punta Topocalma
536 1 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 43 930,1 H
Oeste de Punta Topocalma
537 2 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 45 1076,1 H
Oeste de Punta Topocalma
538 3 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 42,5 880,1 M
Oeste de Punta Topocalma
539 4 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 43 901,5 H
Oeste de Punta Topocalma
540 5 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 39,5 715,2 M
Oeste de Punta Topocalma
541 6 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 43 915,9 H
Oeste de Punta Topocalma
542 7 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 41,5 806,6 H




Oeste de Punta Topocalma

543 8 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 41,5 807,4
Oeste de Punta Topocalma

544 9 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 44 941,9
Oeste de Punta Topocalma

545 10 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 40 754,9
Oeste de Punta Topocalma

546 11 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 40 752,2
Oeste de Punta Topocalma

547 12 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 40,5 758,6
Oeste de Punta Topocalma

548 13 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 40 769,7
Oeste de Punta Topocalma

549 14 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 41,5 837,2
Oeste de Punta Topocalma

550 15 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 37 585,1
Oeste de Punta Topocalma

551 16 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 43 882,6
Oeste de Punta Topocalma

552 17 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 41 856,1
Oeste de Punta Topocalma

553 18 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 45 965,8
Oeste de Punta Topocalma

554 19 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 39 665
Oeste de Punta Topocalma

555 20 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 47,5 1189
Oeste de Punta Topocalma

556 21 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 40 760,3
Oeste de Punta Topocalma

557 22 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 42,5 855,3
Oeste de Punta Topocalma

558 23 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 43 900,8
Oeste de Punta Topocalma

559 24 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 43,5 972,4
Oeste de Punta Topocalma

560 25 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 45 1078,9
Oeste de Punta Topocalma

561 26 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 41 846,8
Oeste de Punta Topocalma

562 27 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 72,1 41,5 846,4
Oeste de Punta Topocalma

563 28 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 43 1000,6
Oeste de Punta Topocalma

564 | 29 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 72,1 47 1211,3




Oeste de Punta Topocalma

565 30 PAM CORSARIO | Industrial Cerco (17,9 MN) 23-07-2022 -33,85 -72,1 42 867,9
BF ADMIRAL

566 1 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 37 578,4
BF ADMIRAL

567 2 SHABALIN Industrial Arrastre Perd oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38,5 624,8
BF ADMIRAL

568 3 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38,5 630,9
BF ADMIRAL

569 4 SHABALIN Industrial Arrastre Perd oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 40 654,8
BF ADMIRAL

570 5 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 36,5 524,5
BF ADMIRAL

571 6 SHABALIN Industrial Arrastre Perd oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 36 494
BF ADMIRAL

572 7 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 39 663,1
BF ADMIRAL

573 8 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 40 696,8
BF ADMIRAL

574 9 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38 636,1
BF ADMIRAL

575 10 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 35,5 532,7
BF ADMIRAL

576 11 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38,5 637,7
BF ADMIRAL

577 12 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 37 535,4
BF ADMIRAL

578 13 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38 566,4
BF ADMIRAL

579 14 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38 593,4
BF ADMIRAL

580 15 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38,5 627,3
BF ADMIRAL

581 16 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 39 582,6
BF ADMIRAL

582 17 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 37,5 594,9
BF ADMIRAL

583 18 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 39,5 647,3
BF ADMIRAL

584 19 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 36 530,4
BF ADMIRAL

585 20 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 39 651
BF ADMIRAL

586 21 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 36 510,1




BF ADMIRAL

587 22 SHABALIN Industrial Arrastre Perd oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 41,5 839,3
BF ADMIRAL

588 23 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 42 819,2
BF ADMIRAL

589 24 SHABALIN Industrial Arrastre Perd oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 35,5 519,8
BF ADMIRAL

590 25 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 37,5 604,1
BF ADMIRAL

591 26 SHABALIN Industrial Arrastre Perd oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38,5 681,1
BF ADMIRAL

592 27 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 35 489,5
BF ADMIRAL

593 28 SHABALIN Industrial Arrastre Perd oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38 577
BF ADMIRAL

594 29 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 42,5 832,7
BF ADMIRAL

595 30 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 37 572,1
BF ADMIRAL

596 31 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 37 578,1
BF ADMIRAL

597 32 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 34 404,4
BF ADMIRAL

598 33 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38,5 640,7
BF ADMIRAL

599 34 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 40,5 711,4
BF ADMIRAL

600 35 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 44,5 926,4
BF ADMIRAL

601 36 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 36 479,3
BF ADMIRAL

602 37 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 35,5 505
BF ADMIRAL

603 38 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 40 750,5
BF ADMIRAL

604 39 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 41,5 794,7
BF ADMIRAL

605 40 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 43 769,5
BF ADMIRAL

606 41 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 36 509,7
BF ADMIRAL

607 42 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 40 633,3
BF ADMIRAL

608 43 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 36,5 567,2




BF ADMIRAL

609 44 SHABALIN Industrial Arrastre Perd oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 36 518,9
BF ADMIRAL

610 45 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 39 661,7
BF ADMIRAL

611 46 SHABALIN Industrial Arrastre Perd oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38,5 655,6
BF ADMIRAL

612 47 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 48 610,1
BF ADMIRAL

613 48 SHABALIN Industrial Arrastre Perd oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 42 752,5
BF ADMIRAL

614 49 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 40 659,4
BF ADMIRAL

615 50 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 47,5 604,7
BF ADMIRAL

616 51 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 41 717,1
BF ADMIRAL

617 52 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 37 567,7
BF ADMIRAL

618 53 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 36 497,5
BF ADMIRAL

619 54 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38 566,5
BF ADMIRAL

620 55 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 36 545
BF ADMIRAL

621 56 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 37,5 535,8
BF ADMIRAL

622 57 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 40,5 736,5
BF ADMIRAL

623 58 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 40 675
BF ADMIRAL

624 59 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 35 507
BF ADMIRAL

625 60 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 37 552,2
BF ADMIRAL

626 61 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 39 678,1
BF ADMIRAL

627 62 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 37,5 532,2
BF ADMIRAL

628 63 SHABALIN Industrial Arrastre Peru oceanico 19-11-2022 -17,89 -77,93 38,5 603,9




ANEXO 2



Anexo 2. Informacién de las 376 muestras de jurel Trachurus murphyi analizadas mediante la tecnologia DarTseq ®.

FIPA N°2021-28.

id DarTseq | N° plate | Posicion placa | Localidad Acrénimo Pais Afo | Método fijacién | Sexo | Longitud Total | Peso Total | Lat Long

i1 1 A1l Golfo de Arauco GAR_1 Chile 2022 Etanol M 31 345 -36.63 | -73.71
j2 1 B1 Golfo de Arauco GAR_1 Chile 2022 Etanol H 33 420 -36.63 | -73.71
i3 1 C1 Golfo de Arauco GAR_1 Chile 2022 RNAlater M 31 345 -36.63 | -73.71
j4 1 D1 Golfo de Arauco GAR_1 Chile 2022 RNAlater H 33 420 -36.63 | -73.71
i5 1 E1 Golfo de Arauco GAR_2 Chile 2022 Etanol M 46 1160 -36.46 | -73.65
6 1 F1 Golfo de Arauco GAR_2 Chile 2022 Etanol H 38 750 -36.46 | -73.65
j95 2 A1 Golfo de Arauco GAR_6 Chile 2022 Etanol H 43.5 1042.6 | -38.08 | -73.96
j96 2 B1 Golfo de Arauco GAR_2 Chile 2022 RNAlater M 46 1160 -36.46 | -73.65
j106 2 D2 Golfo de Arauco GAR_6 Chile 2022 Etanol H 46.5 1171.8 | -38.08 | -73.96
j120 2 B4 Golfo de Arauco GAR_6 Chile 2022 RNAlater H 43.5 1042.6 | -38.08 | -73.96
j130 2 D5 Golfo de Arauco GAR_2 Chile 2022 RNAlater H 38 750 -36.46 | -73.65
j154 2 D8 Golfo de Arauco GAR_6 Chile 2022 RNAlater H 46.5 1171.8 | -38.08 | -73.96
j329 4 G6 Golfo de Arauco GAR_7 Chile 2022 RNAlater M 45.5 1395 -36.94 | -73.75
j372 4 B12 Golfo de Arauco GAR_7 Chile 2022 Etanol M 45.5 1395 -36.94 | -73.75
i7 1 G1 Golfo de Arauco GAR_2 Chile 2022 Etanol H 38 690 -36.46 | -73.65
i8 1 H1 Golfo de Arauco GAR_2 Chile 2022 Etanol M 37 640 -36.46 | -73.65
i9 1 A2 Golfo de Arauco GAR_2 Chile 2022 Etanol H 37 750 -36.46 | -73.65
j10 1 B2 Golfo de Arauco GAR_2 Chile 2022 Etanol M 43 950 -36.46 | -73.65
j11 1 C2 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol H 51 1370 -42.08 | 170.75
j12 1 D2 Punta Lobos de Afuera PLA Peri 2008 Etanol M 32 419 -6.96 | -80.69
j13 1 E2 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol M 49 10924 | -42.08 | 170.75
j14 1 F2 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol M 39 687 -6.96 | -80.69




j15 G2 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol H 47 1057.6 | -42.08 | 170.75
j16 H2 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol M 34 1495 -6.96 | -80.69
j17 A3 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol M 52 1495.8 | -42.08 | 170.75
j18 B3 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol M 28 298 -6.96 | -80.69
j19 C3 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol M 51 1413.2 | -42.08 | 170.75
j20 D3 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol M 32 426 -6.96 | -80.69
j21 E3 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol M 51 1367.9 |-42.08 | 170.75
j22 F3 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol H 32 381 -6.96 | -80.69
j23 G3 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol H 48.5 1226.8 | -42.08 | 170.75
j24 H3 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol H 26 248 -6.96 | -80.69
j25 A4 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol M 55 1695.5 |-42.08 | 170.75
j26 B4 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol M 21 135 -6.96 | -80.69
j27 C4 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol M 49 1218.7 | -42.08 | 170.75
j28 D4 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol H 32 422 -6.96 | -80.69
j29 E4 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol H 53.5 1394.3 | -42.08 | 170.75
j30 F4 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol M 31 395 -6.96 | -80.69
j31 G4 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol U 50 1414.8 | -42.08 | 170.75
j32 H4 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol M 27 276 -6.96 | -80.69
j33 A5 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol M 48.5 1820.2 | -42.08 | 170.75
j34 B5 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol H 26 245 -6.96 | -80.69
i35 C5 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 36 540.3 -26.98 | -70.88
j36 D5 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 36 587 -26.98 | -70.88
j37 E5 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 35 531.4 -26.98 | -70.88
j38 F5 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 36 651.3 -26.98 | -70.88
i39 G5 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 37 669.2 -26.98 | -70.88
j40 H5 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 38 666.6 -26.98 | -70.88
j41 A6 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 34 496.7 -26.98 | -70.88
j42 B6 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 35 556.2 -26.98 | -70.88




j43 C6 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 38 719.1 -26.98 | -70.88
j44 D6 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 37 647.5 -26.98 | -70.88
j45 E6 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 45 1056.1 -26.98 | -70.88
j46 F6 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 38 745.5 -26.98 | -70.88
j47 G6 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 37 687.6 -26.98 | -70.88
j48 H6 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 35 607.4 -26.98 | -70.88
j49 A7 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 40 821.1 -26.98 | -70.88
j50 B7 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 38 690.2 -26.98 | -70.88
j51 Cc7 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 40 828.8 -26.98 | -70.88
j52 D7 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 40 754.2 -26.98 | -70.88
j53 E7 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 35 599 -26.98 | -70.88
j54 F7 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 38 698 -26.98 | -70.88
i55 G7 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 40 769.5 -26.98 | -70.88
i56 H7 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 36 610 -26.98 | -70.88
i57 A8 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 50 1582.1 |-26.98 | -70.88
i58 B8 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 45 1060.3 | -26.98 | -70.88
i59 C8 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 45 1169.5 |-26.98 | -70.88
60 D8 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 49 1360.2 |-26.98 | -70.88
61 E8 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 36 613.8 -26.98 | -70.88
j62 F8 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 42 958.2 -26.98 | -70.88
63 G8 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 36 593.3 -26.98 | -70.88
j64 H8 Caldera CAL Chile 2022 Etanol H 36 610.9 -26.98 | -70.88
65 A9 Golfo de Arauco GAR_3 Chile 2021 Etanol H 42 915.5 -36.02 | -73.15
66 B9 Golfo de Arauco GAR_3 Chile 2021 Etanol M 42 853 -36.02 | -73.15
j67 C9 Golfo de Arauco GAR_3 Chile 2021 Etanol H 42 972.9 -36.02 | -73.15
68 D9 Golfo de Arauco GAR_3 Chile 2021 Etanol M 41 873.3 -36.02 | -73.15
69 E9 Golfo de Arauco GAR_3 Chile 2021 Etanol H 42 892.6 -36.02 | -73.15
j70 F9 Golfo de Arauco GAR_3 Chile 2021 Etanol M 39 736.4 -36.02 | -73.15




i7 1 G9 Golfo de Arauco GAR_3 Chile 2021 Etanol H 39 731.3 -36.02 | -73.15
j72 1 H9 Golfo de Arauco GAR_3 Chile 2021 Etanol M 45 1170.7 |-36.02 | -73.15
j73 1 A10 Golfo de Arauco GAR_3 Chile 2021 Etanol H 43 991.2 -36.02 | -73.15
j74 1 B10 Golfo de Arauco GAR_3 Chile 2021 Etanol M 42 906.5 -36.02 | -73.15
j75 1 C10 Golfo de Arauco GAR 4 Chile 2021 Etanol M 42 969.3 -36.48 | -73.61
j76 1 D10 Golfo de Arauco GAR_4 Chile 2021 Etanol H 45 1184 -36.48 | -73.61
77 1 E10 Golfo de Arauco GAR 4 Chile 2021 Etanol H 46 1262.2 |-36.48 | -73.61
j78 1 F10 Golfo de Arauco GAR_4 Chile 2021 Etanol M 43 1084.8 | -36.48 | -73.61
i79 1 G10 Golfo de Arauco GAR 4 Chile 2021 Etanol M 52 1707.3 | -36.48 | -73.61
i80 1 H10 Golfo de Arauco GAR_4 Chile 2021 Etanol H 40 914.5 -36.48 | -73.61
81 1 A11 Golfo de Arauco GAR_4 Chile 2021 Etanol H 42 930.7 -36.48 | -73.61
i82 1 B11 Golfo de Arauco GAR_4 Chile 2021 Etanol M 40 951.3 -36.48 | -73.61
i83 1 C11 Golfo de Arauco GAR_4 Chile 2021 Etanol M 44 1073.7 | -36.48 | -73.61
84 1 D11 Golfo de Arauco GAR_4 Chile 2021 Etanol H 41 953.8 -36.48 | -73.61
i85 1 E11 Golfo de Arauco GAR_5 Chile 2021 Etanol M 41 1038.6 | -33.61 | -73.64
i86 1 F11 Golfo de Arauco GAR_5 Chile 2021 Etanol H 42 935.8 -33.61| -73.64
87 1 G11 Golfo de Arauco GAR_5 Chile 2021 Etanol M 46 1167.5 |-33.61 | -73.64
88 1 H11 Golfo de Arauco GAR_5 Chile 2021 Etanol H 39 845.3 -33.61 | -73.64
i89 1 A12 Golfo de Arauco GAR_5 Chile 2021 Etanol M 44 1097.9 |-33.61 | -73.64
j90 1 B12 Golfo de Arauco GAR_5 Chile 2021 Etanol H 40 853.7 -33.61| -73.64
j91 1 C12 Golfo de Arauco GAR_5 Chile 2021 Etanol H 39 718.3 -33.61 | -73.64
j92 1 D12 Golfo de Arauco GAR_5 Chile 2021 Etanol M 39 821.5 -33.61 | -73.64
j93 1 E12 Golfo de Arauco GAR_5 Chile 2021 Etanol H 47 1391.1 | -33.61 | -73.64
j94 1 F12 Golfo de Arauco GAR_5 Chile 2021 Etanol M 40 885.9 -33.61 | -73.64
j97 2 C1 Isla Mocha IsM_1 Chile 2022 Etanol M 37 606.7 -38.33 | -74.04
j98 2 D1 Isla Mocha IsM_2 Chile 2022 Etanol M 45 1045.1 |-38.85| -73.75
j99 2 E1 Niebla NBL Chile 2022 Etanol M 33 431.7 -39.84 | -73.43
j100 2 F1 Guanaquero GNQ Chile 2022 Etanol M 39 684.1 -30.12 | -71.45




j101 2 G1 Coquimbo CQB Chile 2022 Etanol H 31 310.1 -30.1 | -71.51
j102 2 H1 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol H 29.5 2724 -19.88 | -70.14
j103 2 A2 Arica ARC Chile 2022 Etanol H 315 357.6 -18.56 | -70.38
j104 2 B2 Caldera CAL Chile 2022 Etanol M 40 754.2 -26.98 | -70.88
j105 2 C2 Niebla NBL Chile 2022 Etanol M 35 463.9 -39.84 | -73.43
j107 2 E2 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol H 49 NA -40 173

j108 2 F2 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol M 30 296.4 -19.88 | -70.14
j109 2 G2 Isla Mocha IsM_1 Chile 2022 Etanol M 34 454.7 -38.33 | -74.04
j110 2 H2 Arica ARC Chile 2022 Etanol H 32.5 378.8 -18.56 | -70.38
j111 2 A3 Niebla NBL Chile 2022 Etanol H 32 379.4 -39.84 | -73.43
j112 2 B3 Isla Mocha IsM_2 Chile 2022 Etanol M 43 924.7 -38.85| -73.75
j113 2 C3 Coquimbo CQB Chile 2022 Etanol M 31 286.9 -30.1 | -71.51
j114 2 D3 Arica ARC Chile 2022 Etanol H 29.5 288.2 -18.56 | -70.38
j115 2 E3 Guanaquero GNQ Chile 2022 Etanol M 35 473.5 -30.12 | -71.45
j116 2 F3 Golfo de Arauco GAR_4 Chile 2021 Etanol M 52 1707.3 | -36.48 | -73.61
j117 2 G3 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol U 52 NA -40 173

j118 2 H3 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol M 28 286.8 -19.88 | -70.14
j119 2 A4 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol H 50 NA -40 173

j121 2 C4 Niebla NBL Chile 2022 Etanol H 34 446 -39.84 | -73.43
j122 2 D4 Isla Mocha IsM_1 Chile 2022 Etanol H 37.5 632.1 -38.33 | -74.04
j123 2 E4 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol H 33.5 432.9 -19.88 | -70.14
j124 2 F4 Coquimbo CQB Chile 2022 Etanol H 29 284.3 -30.1 | -71.51
j125 2 G4 Isla Mocha IsM_2 Chile 2022 Etanol M 44 1093.8 |-38.85| -73.75
j126 2 H4 Arica ARC Chile 2022 Etanol H 31 291.4 -18.56 | -70.38
j127 2 A5 Coquimbo CQB Chile 2022 Etanol M 31 332.8 -30.1 | -71.51
j128 2 B5 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol H 32 330.2 -19.88 | -70.14
j129 2 C5 Arica ARC Chile 2022 Etanol M 315 321.8 -18.56 | -70.38
j131 2 E5 Isla Mocha IsM_2 Chile 2022 Etanol H 40 858.1 -38.85 | -73.75




j132 2 F5 Niebla NBL Chile 2022 Etanol M 33 395 -39.84 | -73.43
j133 2 G5 Arica ARC Chile 2022 Etanol H 315 316.7 -18.56 | -70.38
j134 2 H5 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol H 49 NA -40 173

j135 2 A6 Isla Mocha IsM_2 Chile 2022 Etanol H 36.5 609.7 -38.85 | -73.75
j136 2 B6 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol U 50 NA -40 173

j137 2 C6 Guanaquero GNQ Chile 2022 Etanol M 40 715.4 -30.12 | -71.45
j138 2 D6 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol H 30.5 322.7 -19.88 | -70.14
j139 2 E6 Arica ARC Chile 2022 Etanol M 31.5 346.2 -18.56 | -70.38
j140 2 F6 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol H 50 NA -40 173

j141 2 G6 Golfo de Arauco GAR_5 Chile 2021 Etanol H 39 845.3 -33.61 | -73.64
j142 2 H6 Niebla NBL Chile 2022 Etanol H 33 403.6 -39.84 | -73.43
j143 2 A7 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol H 31.5 350.1 -19.88 | -70.14
j144 2 B7 Niebla NBL Chile 2022 Etanol M 33 414.8 -39.84 | -73.43
j145 2 Cc7 Isla Mocha IsM_1 Chile 2022 Etanol H 41.5 906.4 -38.33 | -74.04
j146 2 D7 Coquimbo CQB Chile 2022 Etanol M 29 264 -30.1 | -71.51
j147 2 E7 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol H 48 NA -40 173

j148 2 F7 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol H 30.5 3374 -19.88 | -70.14
j149 2 G7 Pimentel PMT Pert 2010 Etanol U 28 294 -7.2 |-81.28
j150 2 H7 Arica ARC Chile 2022 Etanol M 31 278.7 -18.56 | -70.38
j151 2 A8 Guanaquero GNQ Chile 2022 Etanol H 39 764.1 -30.12 | -71.45
j152 2 B8 Arica ARC Chile 2022 Etanol M 30.5 308 -18.56 | -70.38
j153 2 C8 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol M 31 310.5 -19.88 | -70.14
j155 2 E8 Arica ARC Chile 2022 Etanol H 30 273.9 -18.56 | -70.38
j156 2 F8 Pimentel PMT Pert 2010 Etanol U 28 265 -7.2 | -81.28
j157 2 G8 Niebla NBL Chile 2022 Etanol M 33 415.1 -39.84 | -73.43
j158 2 H8 Pimentel PMT Pert 2010 Etanol U 27.5 274 -7.2 | -81.28
j159 2 A9 Niebla NBL Chile 2022 Etanol H 31 327 -39.84 | -73.43
j160 2 B9 Pimentel PMT Pert 2010 Etanol U 28.5 300 -7.2 | -81.28




j161 2 C9 Isla Mocha IsM_2 Chile 2022 Etanol H 43 904.4 -38.85| -73.75
j162 2 D9 Guanaquero GNQ Chile 2022 Etanol H 38 641.4 -30.12 | -71.45
j163 2 E9 Niebla NBL Chile 2022 Etanol M 33 372.2 -39.84 | -73.43
j164 2 F9 Arica ARC Chile 2022 Etanol M 30.5 345.2 -18.56 | -70.38
j165 2 G9 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol M 30 324.7 -19.88 | -70.14
j166 2 H9 Coquimbo CQB Chile 2022 Etanol H 32 3324 -30.1 | -71.51
j167 2 A10 Isla Mocha IsM_1 Chile 2022 Etanol M 39 650.9 -38.33 | -74.04
j168 2 B10 Guanaquero GNQ Chile 2022 Etanol H 38 650.3 -30.12 | -71.45
j169 2 C10 Niebla NBL Chile 2022 Etanol M 36 497.9 -39.84 | -73.43
j170 2 D10 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol M 30 288.2 -19.88 | -70.14
j171 2 E10 Arica ARC Chile 2022 Etanol H 29.5 2901 -18.56 | -70.38
j172 2 F10 Golfo de Arauco GAR_3 Chile 2021 Etanol M 41 873.3 -36.02 | -73.15
j173 2 G10 Olleros OLL Peru 2010 Etanol U 31 325 -14.83 | -77.33
j174 2 H10 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol M 29 2432 -19.88 | -70.14
j175 2 A11 Coquimbo CQB Chile 2022 Etanol H 31 343.3 -30.1 | -71.51
j176 2 B11 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol H 31 320.3 -19.88 | -70.14
177 2 C11 Arica ARC Chile 2022 Etanol M 315 298.5 -18.56 | -70.38
j178 2 D11 Niebla NBL Chile 2022 Etanol H 32 352 -39.84 | -73.43
j179 2 E11 Isla Mocha IsM_1 Chile 2022 Etanol H 33 430.2 -38.33 | -74.04
j180 2 F11 Olleros OLL Pert 2010 Etanol u 29 286 -14.83 | -77.33
j181 2 G11 Guanaquero GNQ Chile 2022 Etanol H 39 695.9 -30.12 | -71.45
j182 2 H11 Niebla NBL Chile 2022 Etanol H 30 308.6 -39.84 | -73.43
j183 2 A12 Iquique 1QQ_1 Chile 2022 Etanol M 29.5 295.7 -19.88 | -70.14
j184 2 B12 Isla Mocha IsM_1 Chile 2022 Etanol H 40 806.2 -38.33 | -74.04
j185 2 C12 Olleros OLL Pert 2010 Etanol U 29 284 -14.83 | -77.33
j186 2 D12 Isla Mocha IsM_2 Chile 2022 Etanol H 41 807.2 -38.85 | -73.75
j187 2 E12 Arica ARC Chile 2022 Etanol M 30.5 2771 -18.56 | -70.38
j188 2 F12 Niebla NBL Chile 2022 Etanol H 32 375.2 -39.84 | -73.43




j189 3 A1 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol H 40.5 773.1 -44.13 | -83.85
j190 3 B1 Ancoén ANC Peru 2010 Etanol U 28 284 -11.83 | -77.5
j191 3 C1 Cariete CNT Peru 2010 Etanol u 28.5 280 -13.08 | -77.31
j192 3 D1 Chimbote CHB Peru 2010 Etanol U 26.5 225 -9.13 | -80.18
j193 3 E1 Olleros OLL Peru 2010 Etanol U 29 287 -14.83 | -77.33
j194 3 F1 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 39 NA -38.17 | -73.75
j195 3 G1 Tambo TMB Peru 2010 Etanol U 28 268 -13.5 | -77.2
j196 3 H1 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 26 NA -21.31] -70.16
j197 3 A2 Chiclayo CHY Peru 2012 Etanol u 32 NA -7.7 | -79.83
j198 3 B2 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 39 NA -38.17 | -73.75
j199 3 Cc2 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol H 34.5 486.7 -44.13 | -83.85
j200 3 D2 Ancon ANC Peru 2010 Etanol U 29 299 -11.83 | -77.5
j201 3 E2 Paracas PRC Peru 2008 Etanol H 32 398 -14.38 | -76.63
j202 3 F2 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol M 50 NA -40 173

j203 3 G2 Cariete CNT Peru 2010 Etanol U 29 306 -13.08 | -77.31
j204 3 H2 Chiclayo CHY Peru 2012 Etanol u 33 NA -7.7 | -79.83
j205 3 A3 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 27 NA -21.31] -70.16
j206 3 B3 Chimbote CHB Peru 2010 Etanol u 27 242 -9.13 | -80.18
j207 3 C3 Tambo TMB Pert 2010 Etanol U 29 303 -13.5 | -77.2
j208 3 D3 Chiclayo CHY Peru 2012 Etanol u 32 NA -7.7 |-79.83
j209 3 E3 Talcahuano THN_1 Chile 2007 Etanol u 39 NA -38.17 | -73.75
j210 3 F3 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol H 40 864.1 -44.13 | -83.85
j211 3 G3 Paracas PRC Peru 2008 Etanol M 30 356 -14.38 | -76.63
j212 3 H3 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 26 NA -21.31] -70.16
j213 3 A4 Paracas PRC Pert 2008 Etanol M 30 331 -14.38 | -76.63
j214 3 B4 Ancon ANC Pert 2010 Etanol U 29 295 -11.83 | -77.5
j215 3 C4 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 37 NA -38.17 | -73.75
j216 3 D4 Cafete CNT Peru 2010 Etanol u 29 282 -13.08 | -77.31




j217 3 E4 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 25 NA -21.31] -70.16
j218 3 F4 Tambo TMB Peru 2010 Etanol U 28.5 269 -13.5 | -77.2
j219 3 G4 Chimbote CHB Peru 2010 Etanol u 27 245 -9.13 | -80.18
j220 3 H4 Chiclayo CHY Peru 2012 Etanol U 33 NA -7.7 |-79.83
j221 3 A5 Tambo TMB Peru 2010 Etanol U 29.5 278 -13.5 | -77.2
j222 3 B5 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 27 NA -21.31] -70.16
j223 3 C5 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol M 55 NA -40 173

j224 3 D5 Ancén ANC Peru 2010 Etanol U 29.5 320 -11.83| -77.5
j225 3 E5 Chimbote CHB Peru 2010 Etanol u 27.5 236 -9.13 | -80.18
j226 3 F5 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 39 NA -38.17 | -73.75
j227 3 G5 Chiclayo CHY Peru 2012 Etanol U 33 NA -7.7 |-79.83
j228 3 H5 Paracas PRC Peru 2008 Etanol H 30 339 -14.38 | -76.63
j229 3 A6 Chimbote CHB Peru 2010 Etanol u 28 284 -9.13 | -80.18
j230 3 B6 Paracas PRC Peru 2008 Etanol M 27 273 -14.38 | -76.63
j231 3 Cé6 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 40 NA -38.17 | -73.75
j232 3 D6 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 26 NA -21.31] -70.16
j233 3 E6 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol H 33 402.4 -44.13 | -83.85
j234 3 F6 Paracas PRC Peru 2008 Etanol M 30 334 -14.38 | -76.63
j235 3 G6 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol M 53 NA -40 173

j236 3 H6 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 25 NA -21.31] -70.16
j237 3 A7 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 24 NA -21.31] -70.16
j238 3 B7 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 39 NA -38.17 | -73.75
j239 3 Cc7 Cafete CNT Peru 2010 Etanol u 30 286 -13.08 | -77.31
j240 3 D7 Tambo TMB Pert 2010 Etanol U 29.5 295 -13.5 | -77.2
j241 3 E7 Paracas PRC Pert 2008 Etanol M 28 308 -14.38 | -76.63
j242 3 F7 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 36 NA -38.17 | -73.75
j243 3 G7 Paracas PRC Perd 2008 Etanol M 29 313 -14.38 | -76.63
j244 3 H7 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol H 45 1075.1 | -44.13 | -83.85




j245 3 A8 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 37 NA -38.17 | -73.75
j246 3 B8 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol H 375 645.2 -44.13 | -83.85
j247 3 C8 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 25 NA -21.31 | -70.16
j248 3 D8 Ancén ANC Peru 2010 Etanol U 29 302 -11.83| -77.5
j249 3 E8 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol H 39.5 7521 -44.13 | -83.85
j250 3 F8 Paracas PRC Peru 2008 Etanol H 29 309 -14.38 | -76.63
j251 3 G8 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol H 44 954.4 -44.13 | -83.85
j252 3 H8 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 37 NA -38.17 | -73.75
j253 3 A9 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 25 NA -21.31] -70.16
j254 3 B9 Paracas PRC Peru 2008 Etanol H 31 397 -14.38 | -76.63
j255 3 C9 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol M 36.5 598.9 -44.13 | -83.85
j256 3 D9 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 36 NA -38.17 | -73.75
j257 3 E9 Paracas PRC Peru 2008 Etanol H 35 569 -14.38 | -76.63
j258 3 F9 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol M 36 629.6 -44.13 | -83.85
j259 3 G9 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 26 NA -21.31] -70.16
j260 3 H9 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol M 51 NA -40 173

j261 3 A10 Cariete CNT Pert 2010 Etanol U 30.5 318 -13.08 | -77.31
j262 3 B10 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 39 NA -38.17 | -73.75
j263 3 C10 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol M 55 NA -40 173

j264 3 D10 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 26 NA -21.31] -70.16
j265 3 E10 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 39 NA -38.17 | -73.75
j266 3 F10 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol M 50 NA -40 173

j267 3 G10 Paracas PRC Peru 2008 Etanol H 27 266 -14.38 | -76.63
j268 3 H10 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 26 NA -21.31] -70.16
j269 3 A1 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol M 42 867.8 -44.13 | -83.85
j270 3 B11 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 26 NA -21.31| -70.16
j271 3 C11 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol M 37 594.6 -44.13 | -83.85
j272 3 D11 Paracas PRC Peru 2008 Etanol H 29 315 -14.38 | -76.63




j273 3 E11 Olleros OLL Pert 2010 Etanol U 29 290 -14.83 | -77.33
j274 3 F11 Paracas PRC Peru 2008 Etanol H 29 290 -14.38 | -76.63
j275 3 G11 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol M 38 669.2 -44.13 | -83.85
j276 3 H11 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 39 NA -38.17 | -73.75
j277 3 A12 Talcahuano THN_1 Chile 2011 Etanol U 39 NA -38.17 | -73.75
j278 3 B12 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol M 52 NA -40 173

j279 3 C12 Paracas PRC Peru 2008 Etanol M 35 491 -14.38 | -76.63
j280 3 D12 Nueva Zelanda NWZ_2 | Nueva Zelanda | 2011 Etanol H 47 NA -40 173

j281 3 E12 Iquique 1QQ_2 Chile 2011 Etanol U 25 NA -21.31] -70.16
j282 3 F12 Pimentel PMT Peru 2010 Etanol U 28.5 262 -7.2 | -81.28
j283 4 A1 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol H 29 327 -6.96 | -80.69
j284 4 B1 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol H 48 1238 -42.08 [ 170.75
j285 4 C1 Paita PAI Peru 2007 Etanol U NA NA -5.06 | -81.26
j286 4 D1 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol H 324 388 -21 -70.5

j287 4 E1 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol H 43 930.1 -33.85| -72.1

j288 4 F1 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol H 44 950 -33.75 | -79.63
j289 4 G1 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol H 45 1026.1 | -23.02 | -70.88
j290 4 H1 Pert oceanico POC Pert 2022 Etanol M 37 578.4 -17.89 | -77.93
j291 4 A2 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol H 45 1076.1 |-33.85| -72.1

j292 4 B2 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol H 45 950 -33.75 | -79.63
j293 4 C2 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol M 374 604.1 -21 -70.5

j294 4 D2 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol H 49.5 1255.8 | -42.08 | 170.75
j295 4 E2 Peru oceanico POC Perd 2022 Etanol M 38.5 624.8 -17.89 | -77.93
j296 4 F2 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol M 40 677.6 -23.02 | -70.88
j297 4 G2 Paita PAI Pert 2007 Etanol U NA NA -5.06 | -81.26
j298 4 H2 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol M 42.5 880.1 -33.85| -72.1

j299 4 A3 Perd ocednico POC Perd 2022 Etanol M 38.5 630.9 -17.89 | -77.93
j300 4 B3 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol H 35.5 529.8 -21 -70.5




j301 4 C3 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol H 40 598.5 -23.02 | -70.88
j302 4 D3 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol H 43 901.5 -33.85| -72.1

j303 4 E3 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol M 40 750 -33.75 | -79.63
j304 4 F3 Peru oceanico POC Peru 2022 Etanol M 40 654.8 -17.89 | -77.93
j305 4 G3 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol H 37 675 -6.96 | -80.69
j306 4 H3 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol H 43 910.5 -23.02 | -70.88
j307 4 A4 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol H 30 403 -6.96 | -80.69
j308 4 B4 Nueva Zelanda NWZ_1 | Nueva Zelanda | 2008 Etanol H 53.5 1513.2 | -42.08 | 170.75
j309 4 C4 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol M 29 270 -33.75 | -79.63
j310 4 D4 Paita PAI Peru 2007 Etanol U NA NA -5.06 | -81.26
j311 4 E4 Pert oceanico POC Peru 2022 Etanol M 36.5 524.5 -17.89 | -77.93
j312 4 F4 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol H 47 1217.8 | -23.02 | -70.88
j313 4 G4 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol H 31.6 343.8 -21 -70.5

j314 4 H4 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol M 39.5 715.2 -33.85| -72.1

j315 4 A5 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol M 40 706.8 -23.02 | -70.88
j316 4 B5 Peru oceanico POC Peru 2022 Etanol M 36 494 -17.89 | -77.93
j317 4 C5 Punta Lobos de Afuera PLA Peru 2008 Etanol H 38 696 -6.96 | -80.69
j318 4 D5 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol M 37 521.8 -23.02 | -70.88
j319 4 E5 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol H 35.4 526.2 -21 -70.5

j320 4 F5 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol M 31 360 -33.75 | -79.63
j321 4 G5 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol H 43 915.9 -33.85| -72.1

j322 4 H5 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol M 325 434.7 -44.13 | -83.85
j323 4 A6 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol M 354 477.9 -21 -70.5

j324 4 B6 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol H 41.5 806.6 -33.85| -72.1

j325 4 C6 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol H 36.5 575.6 -21 -70.5

j326 4 D6 Perd ocednico POC Pert 2022 Etanol M 39 663.1 -17.89 | -77.93
j327 4 E6 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol H 38 550 -33.75 | -79.63
j328 4 F6 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol M 39 755.6 -23.02 | -70.88




j330 4 H6 Peru oceanico POC Peru 2022 Etanol H 40 696.8 -17.89 | -77.93
j331 4 A7 Peru oceanico POC Peru 2022 Etanol H 38 636.1 -17.89 | -77.93
j332 4 B7 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol H 40 750 -33.75 | -79.63
j333 4 Cc7 Paita PAI Peru 2007 Etanol U NA NA -5.06 | -81.26
j334 4 D7 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol H 40 755 -23.02 | -70.88
j335 4 E7 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol M 41.5 807.4 -33.85| -72.1

j336 4 F7 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol H 31 340 -33.75 | -79.63
j337 4 G7 Peru oceanico POC Peru 2022 Etanol M 35.5 532.7 -17.89 | -77.93
j338 4 H7 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol H 34.2 451.5 -21 -70.5
j339 4 A8 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol M 40 650 -33.75 | -79.63
j340 4 B8 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol M 41 7441 -23.02 | -70.88
j341 4 C8 Perd oceanico POC Peru 2022 Etanol H 38.5 637.7 -17.89 | -77.93
j342 4 D8 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol M 34 486.7 -21 -70.5
j343 4 E8 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol M 40 667.2 -23.02 | -70.88
j344 4 F8 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol H 44 941.9 -33.85| -72.1

j345 4 G8 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol M 29.5 306.8 -21 -70.5

j346 4 H8 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol H 37 500 -33.75 | -79.63
j347 4 A9 Peru oceanico POC Peru 2022 Etanol H 37 535.4 -17.89 | -77.93
j348 4 B9 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol H 40 754.9 -33.85| -72.1

j349 4 C9 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol M 44 955.1 -23.02 | -70.88
j350 4 D9 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol H 42 700 -33.75 | -79.63
j351 4 E9 Perd ocednico POC Pert 2022 Etanol H 38 566.4 -17.89 | -77.93
j352 4 F9 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol H 28.2 580 -21 -70.5

j353 4 G9 Perd ocednico POC Pert 2022 Etanol H 375 594.9 -17.89 | -77.93
j354 4 H9 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol M 40 752.2 -33.85| -72.1

j355 4 A10 Paita PAI Pert 2007 Etanol U NA NA -5.06 | -81.26
j356 4 B10 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol M 43 750 -33.75 | -79.63
j357 4 C10 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol M 29.38 321.5 -21 -70.5




j358 4 D10 Peru oceanico POC Peru 2022 Etanol H 41.5 839.3 -17.89 | -77.93
j359 4 E10 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol M 42 850 -33.75 | -79.63
j360 4 F10 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol M 40 769.7 -33.85| -72.1

j361 4 G10 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol H 39 663.3 -23.02 | -70.88
j362 4 H10 Peru oceanico POC Peru 2022 Etanol H 355 519.8 -17.89 | -77.93
j363 4 A11 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol H 34.6 472.5 -21 -70.5
j364 4 B11 Peru oceanico POC Peru 2022 Etanol H 375 604.1 -17.89 | -77.93
j365 4 C11 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol H 39 601 -23.02 | -70.88
j366 4 D11 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol M 41.5 837.2 -33.85| -72.1

j367 4 E11 Chiloé oceanico CBO Chile 2008 Etanol M 36 588.2 -44.13 | -83.85
j368 4 F11 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol M 40 760.3 -33.85| -72.1

j369 4 G11 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol M 30.5 3225 -21 -70.5
j370 4 H11 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol H 42 900 -33.75 | -79.63
j371 4 A12 Talcahuano THN_2 Chile 2007 Etanol M 40 775 -33.75 | -79.63
j373 4 C12 Topocalma TPC Chile 2022 Etanol M 42.5 855.3 -33.85| -72.1

j374 4 D12 Iquique 1QQ_3 Chile 2008 Etanol M 314 323.8 -21 -70.5
j375 4 E12 Perd ocednico POC Pert 2022 Etanol H 35 489.5 -17.89 | -77.93
j376 4 F12 Mejillones MEJ Chile 2022 Etanol H 38 548.3 |-23.02]-70.88




ANEXO 3



Anexo 3. Listado de Haplotipos

No

Seq Haplotipo

Hap_1

CCAGGTAATAGATTTTTGATAGGACATTTTT

Hap_2

CCAGGTAATAGATTTTTGATAGGGCATTTTT

Hap_3

CCAGGTAATAGATTTTTGATAGAACATTTTT

Hap_4

CCAGATAATAGATTTTTGATAGGACATTTTT

Hap_5

TCAGGTAATAGATTTTTGATAGGACATTTTT

Hap_6

CCAGGCAATAGATTTTTGATAGGACATTTTT

Hap_7

CCGGGTAATAGATTTTTGATAGGACATTATT

Hap_8

CCAGGTAATAGATTTTTGATAGGACGTTTTT

Hap_9

CCAGGTAGTAGATTTTTGATAGGACATTTTT

Hap_10

TCAGGTAGTAGATTTTTGATAGGACATTTTT

Hap_11

CCAGGTAATAGATTTTTGATAAGACATTTTT

Hap_12

CCAGGTAATAGATTTTCGATAGGACATTTCT

Hap_13

CCAGGTAATAGATTTTCGATAGGACATTTTT

Hap_14

CCAGGTAATAGATTTTTGATAGGACATTTCT

Hap_15

CTAGGTAATAGATTTTCGATAGGACATTTTT

Hap_16

CCAGGTAATAGTTTTTCCATAGGACATTTCT

Hap_17

CTAGGTAATAGATTTACCATAGGACATTTCT

Hap_18

CCAGGTAATAGTTTTACGATAGGACATTTCT

Hap_19

CCACGTAATAGTTTTACGATAGGGCATTTCT

Hap_20

CTACGTAATAGATTTACGATAGGACATTTTT

Hap_21

CCAGGCAATAGTTTTTCGATAGGACATTTCT

Hap_22

CCAGGTAATGGATTTACCATAGGACATTTCT

Hap_23

CCAGGTAATAGTTTTACCATAGGACATTTCT

Hap_24

CCACGTAATAGATTTACGATAGGACATTTCT

Hap_25

CCAGGTAATAGTTTTACCAGAGGACATTTCT

Hap_26

CCAGGTAATAGACTTTCGATAGGACATTTCT

Hap_27

CCAGGTAATAGATTTACGATAGGACATTTTT

Hap_28

CCAGGTAATAGTTTTTCGATAGGACATTTCT

Hap_29

CCAGTTAATAGATTTACGATAGGACATTTCT

Hap_30

CCAGGTAATAGTTTTTCGATAGGACATTTTT

Hap_31

CCACGTAATAGTTTTACCATAGGACATTTCT

Hap_32

CCAGGTAATAGATTTCCAATAGGACATTTCT

Hap_33

CCAGGTAATAGTTTTTCAATAGGACATTTCT

Hap_34

CCAGGTAATAGATTTACGATAGGACATTTCT

Hap_35

CCAGGTAATAGATTTCCGATAGGACATTTTT

Hap_36

CCAGGTAATAGATTTCCGATAGGACATTTCT

Hap_37

CCAGGTAATAGATTTTCAATAGGACATTTTT

Hap_38

CCAGGTAATAGATTTACAATAGGACATTTCT

Hap_39

CCACGTGATAATTTTTCCATAGGACATTTTT




Hap_40

CCAGGTAATAGTTTTACGATAGGACATTTTT

Hap_41 CTAGGTAATAGATTTACGATAGGACATTTTT
Hap_42 CCACGTAATAGATTTTCGATAGGACATTTTT
Hap_43 CCAGGTAATAGTTTTACAATAGGGCATTTCT
Hap_44 CCAGGTAACAGATTTTCGATAGGACATTTCT
Hap_45 CCACGTAATAGTCTTTCGATAGGACATTTTT
Hap_46 CTAGGTAATAGATTTTTGATAGGACATTTTT
Hap_47 CCAGGTAATAGTTTTCCGATAGGACATTTCT
Hap_48 CCAGACAATAGATTTTCGATAGGACATTTTT
Hap_49 CCAGGTAATAGATTTACCATAGGACATTTCT
Hap_50 CCACGTAATAGTTTTACGATAGGACATTTCT
Hap_51 CCACGTAATAGATTTTCGATAGGACATTTCT
Hap_52 CTACGTAATAGATTTTTGATAGGACATTTTT
Hap_53 CTAGGTAATAGATCTACCATAGGGCATTTCT
Hap_54 CCACGTAATAGTTTTACAATAGGGCATTTCT
Hap_55 CGACGTAATAGATTTTTGATAGGACATTTTT
Hap_56 CCAGGCAATAGATTTTTGATAGGACATTTCT
Hap_57 CCAGGTAATAGTTTTACCATAGGGCATTTCT
Hap_58 CCACGTAATAGTTTTACAATAGGACATTTCT
Hap_59 CCAGGTAATAGACTTTTGATAGGACATTTTT
Hap_60 TTAGGTAATAGATTTTTGATAGGACATTTTT
Hap_61 CCAGGCAGTAGATTTTTGATAGGACATTTTT
Hap_62 CCAGGTAATAGATTTATGATAGGACATTTTT
Hap_63 CCACGTAATAGTTTTACAATAGGGCATTTCA
Hap_64 CCAGGTAATAGATTTTTGTTAGGACATTTTT
Hap_65 CCACGTAATAGTTTTACCATAGGGCATGTCT
Hap_66 CCACGTAATAGATTTTTGATAGGACATTTTT
Hap_67 CCACGTAATAGATTTTCGATAGGGCATTTCT
Hap_68 CCAGGTAATAGTTTTACAATAGGACATTTCA
Hap_69 CTAGGCAATAGATTTTTGATAGGACATTTTT
Hap_70 CCACGTAATAGTTTTTCGATAGGACATTTTT
Hap_71 CCAGGTAATAGATTTTTGATAGGACACTTTT
Hap_72 CTACGTAATAGTTTTACCATAGGGCATTTCT
Hap_73 CCACGTAATAGTTTTACCATAGGGCATTTCT
Hap_74 CCACGTAATAGTTTTTCAATAGGGCATTTCT
Hap_75 CCACGTAATAGTTTTACAATAGGGCATGTCT
Hap_76 CCACGTAATAGTCTTACAATAGGGCATTTTT
Hap_77 CCAGGTAATAGTTTTTCCATAGGGCATTTCT
Hap_78 CCACGTAATAGTTTTTCCATAGGGCATTTCT
Hap_79 CCAGGTAATAGATTTTTGAGAGGACATTTTT

Hap_80

TCACGTAATAGTTTTACCATGGGGCATTTCT




Hap_81 CCACGTAATAGATTTTCAATAGGGCATTTCT
Hap_82 CCAGGTAATAGATTTACAATAGGGCATTTCT
Hap_83 CCAGGTAATAGATTTTCAATAGGGCATGTCA
Hap_84 CCAGGTAATAGATTTTCAATAGGACATTTCT
Hap_85 CTACGTAATAGTTTTACCATAGGGCATGTCT
Hap_86 CCACGTAATAGATTTACCATAGGGCATTTCT
Hap_87 CCAGGTAATAGTTTTACAATAGGACATTTCT
Hap_88 CCACGTAATAGATTTACAATAGGGCATTTCT
Hap_89 CCACGTAGTAGTTTTACAATAGGGCATTTCT
Hap_90 CCAGGTAATAGTTTTACAATAGGACATTTTT
Hap_91 CCAGGTAATAGTTTTACAATAGGGAATTTCT
Hap_92 CCACGTAATAGTTTCACAATAGGGCATTTCT
Hap_93 CCAGGTAATAGTTTTACAATAGGGCATGTCT

Hap_94

TCAGGTAATAGATTTACCATAGGACATTTCT




ANEXO 4



Anexo 4.Base de datos de resultados con que se construyen el grafico resumen
(Figura 48) de comparacién de genomas

100100388-11-T/G no hit in database
73477005-50-C/A no hit in database
100150449-27-A/G no hit in database
100176621-11-A/T no hit in database
100178045-23-A/T no hit in database
73481890-16-G/T no hit in database
75976744-17-A/T no hit in database
73483771-23-T/G no hit in database
73483858-21-A/C no hit in database
73484047-27-C/T no hit in database
73477899-42-C/A no hit in database
75977134-61-T/A no hit in database
100196479-54-T/C no hit in database
73489210-13-T/A no hit in database
73492349-42-G/A no hit in database
75976077-13-A/G no hit in database
100206324-51-C/A no hit in database
100208232-9-A/G no hit in database
73485574-53-C/A no hit in database
73495142-5-C/T no hit in database
73476304-56-G/A no hit in database
73476304-62-G/A no hit in database
73481309-9-G/T no hit in database
73481896-48-T/G no hit in database
73495370-9-T/A no hit in database
73495510-42-C/G no hit in database
73490701-11-C/T no hit in database
73490701-65-G/A no hit in database
73490701-66-T/A no hit in database
73476081-29-C/T no hit in database
73500179-17-T/A no hit in database
73500644-23-A/T no hit in database
75977404-20-A/C no hit in database
73475402-14-G/C no hit in database
73499542-8-C/G no hit in database
73469394-5-C/G no hit in database
73476858-10-T/A no hit in database
73496844-46-A/C no hit in database
73485750-38-G/C no hit in database
73493541-63-A/T no hit in database
73493804-66-T/A no hit in database
73487551-59-T/G no hit in database
73498693-13-T/A no hit in database
73475735-28-T/A no hit in database
73491042-34-G/A no hit in database
73502622-14-G/T no hit in database
73495220-26-A/C no hit in database
73483956-9-T/G no hit in database
73485473-5-C/T no hit in database
73490559-68-T/A no hit in database
73497112-46-C/G no hit in database



73500034-60-T/A
73483022-23-G/C
73484516-55-G/C
73492687-27-C/G
73497125-60-G/A
73502057-55-T/A
73501345-23-T/G
73499448-50-T/C
73485109-22-T/G
73497889-51-C/G
73500126-11-C/A
73492190-54-T/G
73492497-26-G/A
73487550-25-G/T
73496741-22-G/T
73497565-47-A/T
73499472-49-T/G
73500414-31-G/T
73501492-46-A/T
100100165-30-C/G
100102165-10-C/T
100102291-16-C/G
100104097-58-G/A

hit
hit
hit
hit
hit
hit
hit
hit
hit
hit
hit
hit
hit
hit
hit
hit
hit
no hit
no hit in
Trachurus
Trachurus
Trachurus

in
in
in
in
in
in
in
in
in
in
in
in
in
in
in
in
in
in

no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no

PREDICTED:

E3 component n-recognin 4

100105008-57-C/A
100148866-7-G/C

100148951-57-G/A
100150013-43-C/A
100150159-28-A/T
100151099-49-T/A
100151477-14-C/G
100152191-42-G/A
100152982-31-G/T
100153783-5-G/A

100154390-41-T/G
complete sequenc
100154761-25-G/A
100155700-26-G/T
100156675-48-G/A
100156698-68-C/A
100157260-38-G/C
100173428-15-A/C
100173436-63-G/A
100173569-20-G/C
100173627-57-T/A
100173736-26-G/A
100174420-67-G/T
100174494-10-G/T
100174733-18-G/T
100175311-60-T/G
100176114-53-T/A
100176401-11-C/A
100176456-68-G/A
100177241-12-T/G

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

Plectropomus leopardus DNA,

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

Sparus aurata genome assembly,

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

(ubr4d),

database
database
database
database
database
database
database
database
database
database
database
database
database
database
database
database
database
database
database

trachurus genome assembly,
trachurus genome assembly,
trachurus genome assembly,

trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome

genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome

genome
genome
genome
genome
genome
genome

assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,

chromosome 15,

assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,

assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,

chromosome:
chromosome:
chromosome:
Cyclopterus lumpus ubiquitin protein ligase
transcript variant X8,
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome :
nearly

mRNA

chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome: 9

chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:

6
9
15

8
17
21
5
19
8
5
4
15
24



100178615-12-C/T
100178648-34-T/A
100178655-38-T/A
100179039-33-G/C
100179177-53-G/T
100179699-10-G/A
100179971-33-C/T
100180384-44-C/T
100190543-30-T/G
100190678-49-G/T
100191451-65-G/T
LOC117959804
100191543-24-C/T
100191744-66-T/C
100191863-29-C/G
100192040-36-A/T
100192293-16-C/A
100193168-50-C/A
100193368-46-A/C
100194065-28-C/A
100194278-5-G/T

100194758-64-G/A
100194898-36-T/G
100195645-40-T/A

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

PREDICTED:
(LOC117959804)

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

PREDICTED:

receptor NMDA type subunit

100196194-25-G/T
100204113-10-C/A
100204365-7-A/T
100204520-46-C/A
100205210-28-T/A
100205630-28-C/T
100205917-61-A/G
100206096-31-C/A
100206545-53-G/T
100206964-20-G/A
100207152-23-G/A
100207331-49-C/A
100207906-9-C/G
100208376-58-G/A
100208814-38-T/C
100208881-7-G/T
100208938-44-T/A
100208981-30-G/C
100209634-12-G/A
chromosome: 7
100216562-16-G/C
100216895-54-G/C
100217064-58-C/A
100220951-8-T/A
100224480-17-A/C
100225710-53-G/A
100227330-12-C/A
100228282-22-G/A
100229148-16-G/C

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome

assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,

chromosome :
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:

Etheostoma cragini uncharacterized

, NcRN

trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

Seriola lalandi
(grin2a),

2A
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

Acanthopagrus latus

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

Larimichthys crocea

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,

mRNA

genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,
genome assembly,

chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
dorsalis glutamate ionotropic

chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:

16
5
6
8
16
4
19
12
24
11
24
1
15
4
14
6
9
8

isolate v.2019 genome assembly,

genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome

assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,

chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:

w = o w



100229514-42-C/A
complete sequenc
100234822-19-C/T
100235732-12-G/A
100238211-41-G/C
100238512-53-G/C
100239635-26-T/A
100241246-46-C/G
100245261-50-C/G
100245599-7-A/C
100246992-6-G/T
100251857-62-C/A
100252946-16-C/G
100256882-52-C/G
100258815-57-A/C
100263376-31-C/A
100269643-8-C/A
100270037-25-G/T
100270138-18-C/G
100280270-36-A/T
73468668-32-T/A
73468854-49-T/G
73468869-13-A/C
73468945-29-G/C
73469448-11-G/C
73469453-5-C/A
73469544-29-G/C
73469573-48-C/G
73469594-24-T/G
73470134-31-G/A
73470270-29-C/A
73470921-22-A/T
73471057-60-T/G
chromosome: 14
73471166-20-C/A
73471167-35-C/A
73471632-12-G/T
73472092-20-C/G
73472316-12-T/C
genom
73472509-12-G/C
73472529-49-T/G
73472616-7-T/A
73473139-62-G/C
73475323-29-A/T
73475370-20-C/A
73475381-47-T/G
73475632-43-T/G
73476205-30-G/T
73476276-29-G/C
73476360-52-A/C
73476376-36-C/G
73476451-22-C/A
73476471-5-C/G

Plectropomus leopardus DNA,

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome

chromosome 19,

assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,

chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:

Pseudochaenichthys georgianus genome assembly,

Larimichthys crocea

Trachurus
Trachurus
Trachurus

trachurus
trachurus
trachurus

genome
genome
genome
genome

assembly,
assembly,
assembly,
assembly,

chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:

Human gammaherpesvirus 4 isolate IMS Saliva 204

Larimichthys crocea

Trachurus

trachurus

Larimichthys crocea

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome

assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,

chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:

nearly

XV
15

16
partial

XV
17
XV

11
17
12

11
20
16



73476660-26-T/A
73476749-68-C/A
73476892-18-C/A
73476940-47-C/A
73476978-18-G/T
73476985-59-G/A
73477203-66-G/T
73477280-64-A/C
73477324-7-G/T
73477333-55-G/T
73477334-34-G/T
73477619-61-A/T
73477698-50-T/A
73477736-56-A/T
73478043-31-A/C
73478160-41-A/T
chromosome: 12
73478186-64-T/C
73478197-58-T/G
73478481-14-C/G
73478520-49-G/C
73478530-19-A/C
73478582-36-T/A
73478842-20-T/A
73479022-9-G/A
73479052-33-A/C
73479066-61-G/T
73479188-15-C/T
73479336-66-T/C
73479388-46-C/T
73479871-36-T/A
73481457-11-T/G
73481472-14-C/G
73481516-6-G/C
73482052-9-T/G
73482293-25-T/G
genom
73482540-18-G/C
73482562-14-T/C
genom
73482664-36-C/G
genom
73482711-22-G/A
genom
73483022-27-A/G
73483494-5-G/A
73483512-21-C/A
73483524-15-T/G
73483564-49-C/G
73483566-10-A/T
73483590-48-A/C
73483659-9-T/G
73483702-17-C/T
73483702-19-C/T

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

Acanthopagrus latus

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

Larimichthys crocea
Larimichthys crocea
Larimichthys crocea
Human gammaherpesvirus 4 isolate IMS Saliva 204

genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome

assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,

chromosome :
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:

9
16
4
24
14
11
23
4
8
22
18
4
3
21
5

isolate v.2019 genome assembly,

genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome

assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,

Trachurus trachurus genome assembly,
Human gammaherpesvirus 4 isolate IMS Saliva 204

chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:

chromosome:

Human gammaherpesvirus 4 isolate IMS Saliva 204

Human gammaherpesvirus 4 isolate IMS Saliva 204

Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus
Trachurus

trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus
trachurus

genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome
genome

assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,
assembly,

chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:
chromosome:

3
22
6
20
6
23
19
5
19
2

XV
partial

3
partial

partial
partial

13
19
12
2

19
6

14
2

20
20



73484043-26-T/A
73484098-56-T/C
73484107-62-A/T
73484192-18-C/A
73484235-66-C/A
73484241-24-C/G
73484283-58-G/T
73484342-50-G/T
73484370-43-A/G
73484372-54-G/A
73484392-12-G/T
73484491-39-G/C
73484605-37-C/A
73484642-37-C/G
73484706-45-C/A
73484751-23-G/A
73484815-56-A/G
73484933-19-G/T
73484960-49-T/A
73485091-8-T/A

73485207-21-G/T
73485218-5-C/G

73485288-43-T/G
73485456-7-T/C

73485613-7-G/T

73485657-31-T/G
73485673-64-A/C
73485708-15-G/T
73485734-41-G/A
73485883-60-G/C
73486175-53-C/T
73486195-24-T/G
73486243-55-C/T
73486378-46-A/C
73486465-64-G/C
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73498195-18-A/G
73498493-38-T/C
73498501-26-C/T
genom
73498675-15-C/A
73498689-28-G/C
73498713-15-C/G
73498986-20-G/A
73499104-35-A/C
73499275-10-G/A
73499343-9-T/G
73499367-14-T/A
73499403-50-A/T
73499645-64-T/A
73500204-39-C/A
73500248-67-G/T
73500409-62-T/C
73500415-63-C/T
73500540-20-A/C
73500670-22-G/C
73500670-9-T/C
73501027-12-G/T
73501091-33-A/C
73501133-31-C/A
73501378-66-C/A
73501437-13-C/G
73501498-45-G/T
73501960-52-G/A
73501964-58-T/G
73501974-34-A/T
73502217-6-G/C
73502691-36-T/A
73502900-29-G/T
73502950-57-C/G
chromosome: 3
73502973-53-G/A
73503090-34-C/A
73503104-58-C/G
73503340-31-C/A
73503892-17-C/A
73504582-40-C/T
73504650-7-T/A
73504804-6-G/T
75976231-32-G/A
75976302-11-G/T
75976402-45-G/C
75976632-17-A/T
75976693-8-C/A
75976733-25-C/A
75976941-59-C/A
75976957-22-C/G
75976957-26-T/A
75976977-33-C/T
75977057-64-C/T
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Human gammaherpesvirus 4 isolate IMS Saliva 204
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Proposal research FIPA 2021-08: “Population genetics of Chilean jack mackerel (7Trachurus
murphyi) in the South Pacific Ocean”

Main

To develop a study that contributes to reduce uncertainty in the management of the Chilean jack mackerel
(Trachurus murphyi) fishery by investigating the genetic signatures of the connectivity and admixture
proportions of this species, key topics that are needed to understand its population dynamics.

Goals

1) Generate an adequate sampling design to carry out the genetic characterization of the Chilean
jack mackerel (Trachurus murphyi) in the South Pacific Ocean.

2) Identify and analyze molecular markers (SNPs) for the Chilean jack mackerel (Trachurus
murphyi) to identify genetically divergent groups in the South Pacific Ocean, comparing its
patterns of genetic divergence with previously documented phenotypic and biological fishing
gradients.

3) Identify and define the geographical limits of potential genetically divergent groups of the
Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) in the South Pacific Ocean.

4) Evaluate the genetic connectivity and admixture proportions between the potential genetically
divergent groups of the Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) in the South Pacific Ocean.

5) Generate a conceptual model that allows relating the genetic divergence patterns and connectivity
processes of the Chilean jack mackerel (7rachurus murphyi) in the South Pacific Ocean.

Expected Results

1. The genetic characterization of the Chilean jack mackerel (7rachurus murphyi) in the South
Pacific Ocean.

2. The genetic identification of divergent groups of Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi)
using molecular markers like SNPs. In addition, we expected to obtain respective comparisons of
the identified genetic divergence patterns with previously documented phenotypic and biological
fishery gradients.

3. The delimitation of the number and geographical boundaries of the genetically divergent groups
of Chilean jack mackerel (7Trachurus murphyi) in the South Pacific Ocean.

4. The estimations of the genetic connectivity degree and admixture proportions between genetically
divergent groups in the Chilean jack mackerel (7rachurus murphyi) in the South Pacific Ocean.

5. A conceptual model that allows relating the genetic divergence patterns and the connectivity

process of Chilean jack mackerel (7Trachurus murphyi) in the South Pacific Ocean.

Sandra Ferrada Fuentes

Laboratorio de Genética y Acuicultura
Departamento de Oceanografia
Universidad de Concepcion
sferrada@udec.cl
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Activity plan FIPA 2021-28 Population genetics of Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) in the South Pacific Ocean

MONTH 2021-2022

Activity \ Month
Sept | Oct | Nov | Dec | Jan | Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Aug | Sept | Oct | Nov

1. Actividades Generales

Coordination meeting UdeC-INPESCA-Subpesca-FIPA X X | X X | X | X X X X X | X | X X X | X
International Workshop 1 X

International Workshop 2 X

Workshop - Scientific Committee (SC) of Jurel X

2. Objective 1

2.1. Sample/collection of individuals X X | X X | X | X X

2.2. Sample processing X X | X X | X | X X X X

3. Objective 2

3.1. Sampling and genomic DNA isolation X

3.4. SNPs discovery / High-throughput sequencing, QC of raw reads, and read mapping | x X X X | X | X X

3.6. SNPs discovery / Variant calling and filtering of SNPs X X X X X X X

4. Objective 3

4.6. SNPs database generation X X X X X X X

4.7. Estimate the genetic diversity X X X X X X X

4.8. Population genetic structure identification X X X X X | X

5. Objective 4

5.1 Genetic connectivity estimates X X X x | X

5.2. Genetic mixing ratio estimates X X X x | X

6. Objective 5

6.1. Update of the hydrodynamic model for horse mackerel of the PS X X | X X

6.2. Update of the biophysical model for jack mackerel from the PS X X | X X

6.3. Analysis of connectivity processes in jack mackerel in the PS X X X | X | X

Progress Report X

Prefinal Report X

Final workshop X

Final Reporte X




SC9-JM04

Collection details of jack mackerel in the project FIPA 2021-08

Area ID Number of individuals
Ecuador (INP) ECU 50
Peru Norte (Islas Lobos de Afuera) ILA 50
Pert Centro-Norte (Chimbote) CHI 50
Peru Centro-Sur (Paracas) PAR 50
Chile (Arica) ARI 50
Chile (Iquique) IQU 50
Chile (Caldera) CAL 50
Chile (Coquimbo) COQ 50
Chile Centro-Sur (Isla Mocha) CSM 50
Chile (Puerto Montt) PMO 50
Nueva Zelandia NZE 50
Alta Mar 1 (Centro-Sur) AMI 50
Alta Mar 2 (frente a Caldera: La Bota) AM2 50
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Composicion y organizacion del equipo profesional

NOMBRE TITULO / PROFESION INSTITUCION FUNCION ACTIVIDADES
Sandra Ferrada Fuentes Magister en Pesquerias / Biélogo Marino UdeC Investigador Coordinacién Andlisis Genético, Informes
Ricardo Galleguillos PhD Biology / Profesor Biologia UdeC Investigador Coordinacion de Talleres
Victoria Herrera Yafiez Magister en Zoologia / Biélogo Marino UdeC Investigador Andlisis genético Laboratorio
Cristian B. Canales-Aguirre Dr. en Sistemdtica y Biodiversidad / Biélogo Marino ULagos Investigador Coordinacidn, Analisis Genético, Informes

Coordinacion de muestreo.
Doctorado Recursos Naturales

Aquiles Sepulveda Ordstica (Pesquerias)/Magister en INPESCA Investigador
Oceanografia /Bidlogo Marino

Andlisis de datos meristicos y
bio-pesqueros, Modelo

conceptual jurel en PS.

. s . Andlisis de modelo conceptual
Sergio Nufiez Elias Magister en Oceanografia /Bi6logo Marino INPESCA Investigador
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Main

To develop a study that contributes to reduce uncertainty in the
management of the Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) fishery
by investigating the genetic signatures of the connectivity and
admixture proportions of this species, key topics that are needed to
understand its population dynamics.



1)

2)

3)

4)

5)

Goals

Generate an adequate sampling design to carry out the genetic characterization of
the Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) in the South Pacific Ocean.

Identify and analyze molecular markers (SNPs) for the Chilean jack mackerel
(Trachurus murphyi) to identify genetically divergent groups in the South Pacific
Ocean, comparing its patterns of genetic divergence with previously documented
phenotypic and biological fishing gradients.

Identify and define the geographical limits of potential genetically divergent groups
of the Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) in the South Pacific Ocean.

Evaluate the genetic connectivity and admixture proportions between the potential
genetically divergent groups of the Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) in
the South Pacific Ocean.

Generate a conceptual model that allows relating the genetic divergence patterns
and connectivity processes of the Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) in the
South Pacific Ocean.



Expected Results

. The genetic characterization of the Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) in
the South Pacific Ocean.

. The genetic identification of divergent groups of Chilean jack mackerel (Trachurus
murphyi) using molecular markers like SNPs. In addition, we expected to obtain
respective comparisons of the identified genetic divergence patterns with previously
documented phenotypic and biological fishery gradients.

. The delimitation of the number and geographical boundaries of the genetically
divergent groups of Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) in the South
Pacific Ocean.

. The estimations of the genetic connectivity degree and admixture proportions
between genetically divergent groups in the Chilean jack mackerel (Trachurus
murphyi) in the South Pacific Ocean.

. A conceptual model that allows relating the genetic divergence patterns and the
connectivity process of Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) in the South
Pacific Ocean.



Genetic structure of CJM population

- Galleguillos & Torres (1988): tres sistemas enzimaticos polimorficos, not significant differences
between localities.

- Arancibia et al. (1996): quince sistemas enzimaticos polimorficos, not significant differences
between localities, stock genético unico.

- Sepulveda et al. (1996): fragmentos ribosomales (PCR RFLP - ITS2), not significant differences
between localities, homogeneidad genética.

- Cardenas ef al (2009): ADN mitocondrial y nuclear (loci microsatélites heterologos), not
significant differences between localities, homogeneidad genética.

-Serra et al (2010): 10 loci microsatélites, not significant differences between localities,
poblacion genética homogeénea.




Genetic structure of CJM population

-FIPA N°2021-28: Population genetics of Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) in the
South Pacific Ocean. En ejecucion.

In order to examine the hypothesis proposed, a genetic evidence of the molecular markers of
the mitochondrial DNA, DLoop and molecular markers of the nuclear DNA, SNPs to be used.

Both molecular markers are to be applied on the same set of samples from the South-Eastern
Pacific, specifically from Ecuador, Peru, Chile, New Zealand and samples from the high seas.




What are SNPs?

About 90 percent of genome variation comes in the form of Single
Nucleotide Polymorphisms, or SNPs (pronounced "snips"). As their name
implies, these are variations that involve just one nucleotide, or base. Any
one of the four DNA bases may be substituted for any other—an A instead
ofaT, aT instead of a C, a G instead of an A, and so on.

The most SNPs have only two alleles (bi-allele). For example, if some
individuals have a T at a certain place in their genome while everyone else
has a G, that place in the genome 1s a SNP with a T allele and a G allele.
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Why to use SNPs?

widely abundant along the genome

distributed in coding and non-coding regions
easy to genotyping, with low error rates
cheaper to genotype per locus

can detect weak population diferentiation at
fine spatial scales

currently widely used in non-model organisms

Why SNPs are so useful?

population genetic structure
mixture populations

genetic assignment

catch SNPs with adaptive value
compare neutral and adaptive loci

Why to applied in Trachurus murphyi?

Recently used in Trachurus trachurus
A genome reference for T. trachurus with can be used
to mapping adaptive loci for T. murphyi



Collection details of jack mackerel in the project FIPA 2021-08

Area ID Number of individuals
Ecuador (INP) ECU 50
Perd Norte (Islas Lobos de Afuera) ILA 50
Peru Centro-Norte (Chimbote) CHI 50
Peru Centro-Sur (Paracas) PAR 50
Chile (Arica) ARI 50
Chile (Iquique) IQU 50
Chile (Caldera) CAL 50
Chile (Coquimbo) cOoQ 50
Chile Centro-Sur (Isla Mocha) CSM 50
Chile (Puerto Montt) PMO 50
Nueva Zelandia NZE 50
Alta Mar 1 (Centro-Sur) AM1 50
Alta Mar 2 (frente a Caldera: La Bota) AM2 50




Activity plan FIPA 2021-28 Population genetics of Chilean jack mackerel (Trachurus murphyi) in the South

Pacific Ocean

Activity \ Month

MONTH 2021-2022

Oct

Nov

Jan

Feb

Mar

Abr

May

Jun

Jul

Sept

Oct

Nov

2. Obisstive 1

2.1. Semple/collection, af individuals

2.2 Sample processing,

3. Objestive 2

3.1. Sampling and genomic DINA
isolation

3.4. SNPs discovery / High-throughput
sequencing, QC of raw reads, and read
mapping

3.6. SNPs discovery / Variant calling
and filtering of SNFPs

4. Objestive 3

4.6. 3NFs database gensrafion

4.7. Estimate the genetic diversity

4.8. Population genetic structure
identification

5. Obisstive 4

3.1 Genetic connectivity estimates

3.2. Gengtic mizing ratio gstimates

6. Objestive 5

6.1. Update of the hydrodynamic
model for horse mackerel of the PS

6.2. Update of the biophysical model
for jack mackerel from the PS

6.3. Analysiz of connectivity processes
in jack mackerel in the PS

Erefinal Report

Final workshop

Final Reporte

2.1. Sample/collection
of individuals

A key point for the
success of this piece
of research is the
collection of samples,
which may not be
obtained further than
February 2022.



Finally: A conceptual model that allows relating the genetic
divergence patterns and the connectivity process of Chilean jack
mackerel (Trachurus murphyi) in the South Pacific Ocean.

THE APPROACH

Remote sensing

Global reanalysis

Regional hydrodynamic models
Scientific surveys
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divergence patterns and
connectivity processes of the
Chilean jack mackerel in the
South Pacific Ocean.



The call is to have the support and commitment of the SPRFMO Secretariat
and through it the commitment of the members countries of the organization
regarding aspects related to the facilitation of samplings to be collected on
site or facilitation of samples from members countries mentioned in this
document, as well as the designation of facilitators and people responsible
from the delegations of the countries involved (head of delegation and
alternate professional).
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Population genetics of Jack mackerel (Trachurus murphyi) in the South Pacific Ocean

Sandra Ferrada Fuentes, Laboratorio de Genética y Acuicultura, Departamento de Oceanografia, Universidad de

Concepcion, Chile, sferrada@udec.cl
Cristian B. Canales-Aguirre, Centro i~mar, Universidad de Los Lagos, Camino a Chinquihue 6 km, Puerto Montt, Chile,

cristian.canales@ulagos.cl

Victoria Herrera Yafiez, Laboratorio de Genética y Acuicultura, Departamento de Oceanografia, Universidad de Concepcion.
Chile.
Aquiles Sepulveda, Instituto de Investigacion Pesquera (INPESCA), Chile.

Background

The Jack mackerel (Trachurus murphyi Nichols, 1920) is a widely distributed species in the South Pacific Ocean and one of
Chile's most critical pelagic resources for commercial activity. Its capture is focused on three main fishing areas: A northern
zone (18°21' - 24°00' SE), the Caldera-Coquimbo zone (24°00'-32 00'S), and the south-central zone (32°00' - 43°30' S).
Furthermore, next to the south-central zone, but outside the Exclusive Economic Zone (EEZ), it is heavily captured by
foreign fleets. In South America, they are also captured by Per( and Ecuador within their respective EEZs. The Jack mackerel
fisheries management in the South Pacific is carried out in the context of the South Pacific Regional Fisheries Management
Organization (OROP-PS/SPRFMOQ). The OROP-PS/SPRFMO is an intergovernmental organization whose formation began
in 2006 with a consultation process among the coastal States in the region. The Scientific Committee of the OROP-
PS/SPRFMO carries out an annual assessment based on a single stock for the entire South Pacific. The annual assessment is
based on the synthesis recommended by Gerlotto (2012), who compared the different hypotheses proposed for this species to
date. Chile's management of jack mackerel in its EEZ follows the precautionary approach and the principle of compatibility,

also following the management recommendations of the OROP-PS/SPRFMO.

Background on the population genetic structure of T. murphyi

The knowledge of the population genetics of T. murphyi in the SPO has been conducted using several methodologies: i)
allozyme, ii) PCR (nuclear and mitochondrial genes, microsatellite data), and iii) Sanger sequencing. However, molecular
markers based on Next-Generation Sequencing have not yet been explored.

Chronologically, Galleguillos and Torres (1988) identified polymorphic enzyme loci in samples from Chile (Chilog,
Talcahuano, Juan Fernandez, lquique), Per(, and one oceanic area (39°24'S; 76°45'W), not detecting significant differences
between them. Later, Arancibia et al. (1996), using 23 enzymatic loci for samples from Chile, also failed to observe
differences. Sepulveda et al. (1996), using PCR-RFLP in ITS2 (Internal Transcribed Spacer) with the Mspl enzyme and
analyzing samples from Chile (Isla Mocha, lquique, Juan Fernandez), New Zealand, and Australia, showed no significant
genetic differences among the samples, and patterns of genetic homogeneity were observed in the study area for these genetic
markers. Cardenas et al. (2009) by analyzing mitochondrial DNA sequences (control region 772 bp) and nuclear DNA (four

heterologous microsatellite loci) for samples from Chile (Iquique, San Antonio, and Concepcion), one off the Chilean coast,
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and New Zealand, indicated low genetic variability for both types of molecular markers, with no significant genetic among
localities.

Subsequently, the FIP 2007-27 project, led by Serra et al. (2010), adopted a multidisciplinary approach, considering a set of
methods: genetics, parasites, morphometry (body and otoliths), otolith chemistry, and natural history patterns. More than
1,020 samples from the geographical distribution of T. murphyi were analyzed, with samples from Chile (seven localities),
from Per0 (three locations) by collaboration whit the Instituto del Mar del Per(; and New Zealand (1 location) by
collaboration with the Ministry of Fisheries of New Zealand (1 location). The genetic analyses were conducted using six
heterologous microsatellite loci (Cardenas et al. 2009) and three species-specific loci (Canales-Aguirre et al. 2010). These
microsatellites showed no differences among the localities analyzed. Then, Serra et al. (2014), through the FIP 2010-2018
project, extended temporal and spatially the previous study of Serra et al. (2010), again using a multidisciplinary approach.
For the genetic analysis, ten microsatellite loci (three heterologous and seven species-specific) were used for 852 individuals
from eight localities of the South Pacific distribution of T. murphyi (3 localities from Per, four localities from Chile, and one
locality from New Zealand). In addition, comparisons were made by season (spring-summer). The Fst index for localities and
sampling seasons showed no evidence of genetic structure (low and non-significant Fst). For the temporal analysis, between
samples from the FIP 2007-27 and FIP 2010-18 projects, the Fst index also shown no significant genetic differences. All
these findings corroborate the results of previous studies, concluding that in genetic terms, the Jack mackerel seem to be a
genetic homogeneous population in the SPO. To date several different molecular markers have been used, however, those

based on Next-Generation Sequencing have not yet been explored

Background of population genomic in closely related species

Within the genus Trachurus, only for the species T. trachurus (Atlantic horse mackerel) have been identified and applied
SNPs markers for population analyses (~700 samples from Africa to Ireland). Using a panel of 63 SNP markers, a previously
undescribed genetic break was identified, discriminating the North Sea and North Africa from nearby populations. (Fuentes-
Pardo et al., 2020). Using a reference genome for this species, the location of these SNPs was mapped, identifying "genomic
islands of divergence" associated with ecological adaptations or reproductive isolation (Seehausen et al., 2014). These
genomic regions would promote genetic diversity and population differentiation through local adaptations in a spatially and
temporally heterogeneous environment, such as that inhabited by T. trachurus in the Atlantic Ocean. The divergence
identified was confirmed by individual genotyping and Pool-Seq. This panel of SNPs would be used by the Northern Pelagic
Working Group and the Pelagic Advisory Council as part of a genetic monitoring program to evaluate the temporal and

spatial stability of genetic diversity and genetic divergence detected in T. trachurus (Fuentes-Pardo et al., 2020).
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Current FIPA project N°2021-28

The FIPA 2021-28 project, promoted by the Chilean government, is using mitochondrial sequences, SNPs and generate a
reference genome as part of a future monitoring program for T. murphyi in the Eastern South Pacific. The information
generated in this project will allow us to propose a set of SNPs to develop a panel of markers that could be applied in a
monitoring program. The goals of FIPA N°2021-28 are aligned with the future connectivity assessment in T. murphyi, discuss
in OROP-PS/SPRFMO, that proposes to use whole genome sequencing. This working paper shows the project's progress

using mitochondrial DNA sequences and SNP loci.

Materials and methods

Study area and sample collection

Samples from adult specimens (n = 188) of Jack mackerel were collected across the Southern Pacific Ocean as follows
(Figure 1): during 2008, samples were taken from the fishing areas off the Per, isla Lobos de Afuera and from New Zealand
waters (FIPA N°2007-27). During 2021 we collected new samples from the Southern Pacific Ocean, Chile: Golfo de Arauco
and Caldera (FIPA N°2021-28). In the 2,022, specimens were collected in Chilean waters: Arica, Coquimbo, Corral, Iquique,
Isla Mocha and Golfo de Arauco (FIPA N°2021-28) (Table 1). A small piece of muscle tissue was excised for each specimen
and stored at 4°C in absolute ethanol. Total DNA purification was conducted by the Laboratorio de Genética y Acuicultura of
the University of Concepcidn, Chile, and Diversity Arrays Technologies Pty Ltd, Australia (see next section). Currently, the
samples of the Plate 1 have been analyzed for SNPs and D-loop from mitochondrial ADN. The remaining samples are in

process.

Figure 1. Sampling locations of the Jack mackerel, Trachurus murphyi, in the Southern Pacific Ocean, FIPA N°2021-28.

Plate 1, samples analyzed for SNPs/D-loop, Plate 2, samples under analysis. Details of sampling are provided in Table 1.
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Table 1. The Jack mackerel, Trachurus murphyi, samples included in this study. FIPA N°2021-28.

Country Location Latitude Longitude Year
Chile Golfo de Arauco -36,63 -73,71 2021
Chile Golfo de Arauco -36,46 -73,65 2021
New Zealand Nueva Zelanda -47,99 -176,98 2008
Perd Lobos de afuera -6,96 -80,69 2008
Chile Caldera -26,98 -70,88 2021
Chile Golfo de Arauco -36,02 -73,15 2021
Chile Golfo de Arauco -36,48 -73,61 2021
Chile Golfo de Arauco -33,61 -73,64 2021
Chile Caldera -26,98 -70,88 2021
Chile Guanaqueros -30,12 -71,45 2022
Chile Arica -18,56 -70,38 2022
Chile Coquimbo -30,1 -71,51 2022
Chile Corral -39,84 -73,43 2022
Chile Iquique -19,88 -70,14 2022
Chile Isla Mocha -38,33 -74,04 2022
Chile Isla Mocha -38,85 -73,75 2022
Chile Golfo de Arauco -38,08 -73,96 2022

DNA purification for mtDNA and SNPs libraries

For mtDNA, the genomic DNA was extracted from muscle tissue samples by proteinase K digestion followed by a standard
phenol-chloroform method followed by precipitation in ethanol was used as described in Grijalva-Chon et al., (1994). DNA
was subsequently resuspended in 100 pl of ultrapure water. The quality and quantity of each sample was measured in an
Eppendorf biophotometer® and the template DNA was diluted to 20 ng for the PCR amplifications. For SNPs libraries, the
isolation of genomic DNA was conducted using proteinase K for digest tissue and NucleoMag B-Beads for DNA binding, all

include in NucleoMag Tissue kit (Macherey-Nagel).

Mitochondrial DNA amplification and sequencing

A fragment of the mitochondrial D-Loop region (approximately 772 bp) was amplified by polymerase chain reaction (PCR),
using of primers JUR1 (5-CAGAAAAAGGAGACTCTAACTCCTG-3") and JUR2 (5'-TGCTTGCGGGGCTTTCTA-3')
according to Cardenas et al. (2009). The PCR mixture of 25 pl contained 20 ng template DNA, 1.5 mM MgCI2, 0.2 uM of
each primer, 1U Taq polymerase, 0.1 mM of each nucleotide and 1X PCR buffer; all reagents from Invitrogen. Amplifications
were performed in a MJ Research model PTC200 thermal cycler, with PCR profile consisting of an initial preamplification

(95°C for 5 min, annealing at 48°C for 1 min, extension at 72°C for 1 min) followed by 30 cycles of amplification



SC10-JM08

(denaturation at 95°C for 0.5 min, annealing at 54°C for 1 min, and extension at 72°C for 1 min) with a final extension at
72°C for 5 min. Negative controls of DNA extraction and negative PCR control were subjected to amplification. DNA
sequencing was performed in Macrogen Korea Laboratories. The acquired sequences were edited and aligned using ClustalwW
(Thompson et al. 1994), as implemented in the program BioEdit, version 7.1.9 and SequencherTM v.4 (Gene Codes

Corporation), using the default settings.

Summary statistics and genealogical analysis for mtDNA

For mtDNA data, the standard diversity indices, such as the number of haplotypes (k) and segregating sites (S), mean number
of pairwise differences (r) as well as haplotype and nucleotide diversity (He and =, respectively) were estimated for each
location. These parameters and their standard errors were obtained using the program DNAsp v 5.10.01 (Librado and Rozas
2009). In order to resolve unresolved genealogical relationships resulting from unsampled mutations or haplotypes, we use
the phylogenetic algorithm implemented in the software Haploviewer (Salzburger et al., 2011). We first used Jmodeltest2
software (Darriba et al., 2012) to find the best nucleotide-substitution model for D-Loop, using the Akaike Criterion
information (Akaike, 1974) as a measure of the relative quality of the models tested. Additionally, phylogenetic inferences
were made using a Maximum Likelihood approximation based on the nucleotide-substitution model fitted to our data. The
phylogenetic inferences were run in the program PHYML 3.0 (Guindon et al., 2010). Finally, a graphical representation of

the genealogical relationships of each haplotype was constructed, incorporating the respective frequencies.

Reduced representation SNP genotyping: DArTseq

We used DArTseq™ as approach to reduce the complexity of the genome for Trachurus murphyi. In brief, DArTseq™
represents a combination of a DArT complexity reduction methods and next generation sequencing platforms (Sansaloni et
al, 2011; Kilian et al, 2012; Courtois et al, 2013; Raman et al. 2014; Cruz et al. 2013). Therefore, DArTseq™ represents a
new implementation of sequencing of complexity reduced representations (Altshuler et al, 2000) and more recent
applications of this concept on the next generation sequencing platforms (Baird et al, 2008; Elshire et al, 2011). Based on
testing several enzyme combinations for complexity reduction Diversity Arrays Technology Pty Ltd selected the Pstl-Sphl
method for T. murphyi. DNA samples were processed in digestion/ligation reactions principally as per Kilian et al (2012) but
replacing a single Pstl-compatible adaptor with two different adaptors corresponding to two different Restriction Enzyme
(RE) overhangs. The Pstl-compatible adapter was designed to include Illumina flowcell attachment sequence, sequencing
primer sequence and “staggered”, varying length barcode region, similar to the sequence reported by Elshire et al, 2011).
Reverse adapter contained flowcell attachment region and Sphl-compatible overhang sequence. Only “mixed fragments”
(Pstl-Sphl) were effectively amplified in 30 rounds of PCR. Sequences generated from each lane were processed using
proprietary DArT analytical pipelines. In the primary pipeline the fastq files were first processed to filter away poor quality
sequences, applying more stringent selection criteria to the barcode region compared to the rest of the sequence. In that way
the assignments of the sequences to specific samples carried in the “barcode split” step were very reliable. Filtering was
performed on the raw sequences using the following parameters: Min Phred pass score 30, Min pass percentage 75, for
Barcode region and Min Phred pass score 10, Min pass percentage 50 for the whole read. Approximately 1,200,000

sequences per sample were obtained and used in marker calling. Finally, identical sequences were collapsed into “fastqcoll
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files”. Testing for Mendelian distribution of alleles in these populations facilitated selection of technical parameters
discriminating well true allelic variants from paralogous sequences, calling quality was assured by high average read depth
per locus (Average across all markers was at 20 reads/locus) and reflected in very high SNP marker reproducibility (99.7%)

based on 23 technical replicates of libraries. A total of, 51,198 SNPs were obtained from DArTseq quality controls.

Filtering and SNPs calling

Following the DArTseq quality controls, we conducted more stringent filters to remove poor quality loci and samples. We
removed loci that i) does not reach a 99% of reproducibility, ii) have a call rate less than 0.95, iii) have a read depth less than
10 and high than 50, iv) in a read where there is more than one locus per sequence tag only was keeping one (secondaries), v)
shows a minor allele frequency less than 0.01, and we removed individuals that showed a call rate less than 0.95. The filtered
database was used to report nucleotide base frequency, transitions, and transversions. All these filters and reports were
performed in the dartR v1.8.3 package (Gruber et al. 2018).

Summary statistics for DArTseq data

We estimated the observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), and endogamy coefficient (Fis). All these
summary statistics were obtained in the R package hierfstat v0.04-10 (Goudet 2005). We graph heatmaps for the genetic
distances, i) “Da” by Nei (1987) (equation 7), ii) “Dch” by Cavalli-Sforza & Edwards (Takezaki & Nei 1996, equation 6), iii)
“Dma” by Nei (equation 2) (Nei 1987), and iv) “Fst” by Reynolds (equation 3) (Takezaki & Nei 1996). Genetics distances
were also calculated in hierfstat v0.04-10.

Results

Summary statistics and network analysis for mtDNA

Over the whole data set (a total of 259 D-loop sequences) were identified 22 polymorphic sites leading to the definition of 26
haplotypes (Table 2). Only one highly-frequent haplotype (H1) was sheared among all locations. The genetic diversity was
low with He ranging from 0.000+0.000 for Golfo de Arauco-R to 0.756+0.130 for Golfo de Arauco-P. Similar, the nucleotide
diversity (r), showed low values from 0.00000+0.00000 in Golfo de Arauco-R to 0.00075+0.00019 in San Antonio, Chile.
The genealogical analysis was characterized by a highly dominant central haplotype (H1) and a very short genealogy. Most

haplotype were separated by only one or two mutational steps from H1 showing a strong “star-like” phylogeny pattern.
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Table 2. Molecular genetic diversity of Trachurus murphyi based on a 772 pb region of the mitochondrial region. FIPA

N°2021-28. * Study of Cardenas et al., 2009. N=number of samples, S=polimorphic sites, k=number of haplotypes, He= gene

diversity, ==nucleotide diversity.

Location ID N S k He T

Perl (Lobos de Afuera) PER 12 3 4 0.455+0.170 0.00065+0.00027
Iquique * IQL 30 5 6 0.363+0.111 0.00067+0.00024
Caldera CAL 27 6 5 0.396+0.115 0.00075+0.00030
San Antonio* SAL 30 6 7 0.508+0.108 0.00075+0.00019
Concepcion* TL 35 4 5 0.218+0.092 0.00043+0.00020
Golfo Arauco - R GAR 3 0 1 0.000+0.000 0.00000+0.00000
Golfo Arauco - P GAP 10 4 5 0.756+0.130 0.00124+0.00031
Golfo Arauco - V GAV 1 1 2 0.182+0.144 0.00024+0.00019
Golfo Arauco - B GAB 1 2 3 0.345+0.172 0.00066+0.00035
New Zealand* NZ 26 2 3 0.151+0.093 0.00020+0.00013
New Zealand NWz 12 2 3 0.439+0.158 0.00061+0.00024
Océano Pacifico Abierto JREL 52 8 9 0.406+0.085 0.00072+0.00018
Total 259 22 26 0.366+ 0.039 0.00062+0.00008

Figure 2. Haplotype network constructed base 259 D-loop sequences and 26 haplotypes of Trachurus murphyi. Each cycle
represents a haplotype, the area of the circle is proportional to the frequency of haplotype. Different locations were shown in
different colors. FIPA N° 2021-28.
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Analysis for DArTseq

Sequencing throughput

A total of 119,325,057 reads were obtained after high-throughput sequencing. The minimum number of reads was 829,369
and the maximum number of reads was 1,316,850 (median 1,030,543.5). By locality, Caldera had the highest number of reads
with 51,307,397 (mean 1,068,516), however 21 individuals from this locality were sequenced again as quality control of
DArTseq™. Golfo de Arauco Rapa Nui had the lowest number of reads with 9,801,829 (average 980,183).

Filtering and SNPs calling

The initial quality filters performed by DArTseq™ retained a total of 93 individuals (Plate 1) (removed one) and a total of
51,198 loci. From the stringent filters (Table 3): i) reproducibility identified 5,015 loci with reproducibility values less than or
equal to 0.99, ii) call rate showed a total of 24,136 loci that had a rate less than 0.95, iii) read depth identified 4,999 loci that
presented a depth greater than 10 and less than 50 reads per loci, iv) secondary SNPs identified were 15,821, v) loci with
minor allele frequency below 0.01 identified were 284, finally applying a calling rate per individual greater than 0.95 only

two individuals were identified that did not meet the criteria, these were eliminated.

Table 3. Loci retained after each filtration step in Trachurus murphyi, FIPA N°2021-28.

Filters No. SNPs N
SNPs after DArTseq™ filters 51,198 93
Reproducibility > 0.99 46,183 93
Call rate by SNP > 0.95 22,047 93
Read depth (>10, <50) 17,048 93
Secundary SNPs 12,270 93
Minor Allele Frequency (MAF) > 0.01 9,430 93
Call rate by sample > 0.95 9,430 91

Estimates of nucleotide base frequencies in the filtered database (i.e., 9,430 SNPs) yielded 26.3% Adenine, 24.88% Guanine,
26.08% Thymine, and 22.73% Cytosine. Transition type mutations (ts) were 59.81% and transversion type (tv) 40.19%. With
a ts/tv ratio: 1.4881.

Summary statistics of genetic diversity

Genetic diversity estimates were similar to each other, with slightly differences (Table 4). The observed heterozygosity (Ho)
ranged from 0.161 to 0.169, where the minimum was shown by GAR and the maximum by NWZ (Table 4). The expected
heterozygosity (He) ranged from 0.176 to 0.182, where the minimum was shown by GAR while the maximum by NWZ
(Table 4). The inbreeding coefficient (Fis) ranged from 0.161 to 0.169, where the minimum was shown by NWZ while the
maximum by CAL and PER (Table 4).
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Table 4. Summary statistics of genetic diversity for different localities in Trachurus murphyi, FIPA N°2021-28.

Pop Ho He Fis

CAL 0,162 0,177 0,077
GAB 0,164 0,178 0,059
GAP 0,165 0,178 0,057
GAV 0,164 0,179 0,064
GAR 0,161 0,176 0,062
NWz 0,169 0,182 0,053
PER 0,163 0,181 0,077

The different pairwise genetic distances calculated show similar estimates. Nei's genetic distance, "Da" ranged from 0.008 to
0.014 (Figure 3A); Cavalli-Sforza & Edwards' chord distance, "Dch" ranged from 0.01 to 0. 017 (Figure 3B); Nei's minimum
distance, "Dm" ranged 0.005 to 0.009 (Figure 3C); and Reynolds' genetic distance, "Fst" ranged 0.034 to 0.066 (Figure 3D).

Figure 3. Pairwise genetic distances. A) Nei's genetic distance, "Da"; B) Cavalli-Sforza & Edwards' chord distance, "Dch"; C)

Nei's minimum distance, "Dm"; and D) Reynolds' genetic distance, "Fst". Trachurus murphyi, FIPA N°2021-28.
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Discussion

Genetic diversity measured from the mtDNA marker was clearly lower, with low haplotype and nucleotide diversity in all
locations surveyed. These low values of genetic diversity, related to low population effective sizes, may reflect important
demographic variation of T. murphyi.

The DArTseq™ approach was shown to be efficient in the detection of single nucleotide polymorphism in the genome of T.
murphyi. This indicates that it can be an excellent tool to investigate the genetic diversity and population structure of the
species. The genetic diversity parameters were lower than to those found in migratory fish species (e.g., Katsuwonus pelamis,
He ranged= 0.23-0.25 Anderson et al. 2020; Thunnus albacares He ranged= 0.18-0.28 Anderson et al. 2019). We are aware
that these estimates should be taken with caution because, being preliminary, the number of localities and sample size is low.
We are currently working to increase the number of samples and localities throughout the geographic distribution of T.
murphyi.

As this report is preliminary, we did not separate the genomic information into putative neutral or adaptive variants, but
analyzed globally. It is known that throughout the genome there are variants that may be under selective pressures and may
show different structuring patterns (e.g., Luikart et al. 2003, Hollenbeck et al. 2019). Methodologies associated with the
identification of putative loci under selection will be incorporated at a later.

To date, we are generating a reference genome with DoveTail Genomic-Cantata Bio (https://dovetailgenomics.com/) to map
the variants identified in this project, as well as to identify other variants (e.g., structural) to elucidate the genetic patterns of
the species. This reference genome will be the basis for the future project being coordinated through OROPs that will use
whole genome sequencing, similar to the work done in Horse mackerel (Fuentes-Pardo et al. 2020). We expected that the
reference genome of T. murphyi should be available next year.

Finally, we believe that the variants that we will identify in this study could be used to generate a panel of SNPs to generate a
standardized baseline for monitoring the genetic diversity of T. murphyi similar to implemented for T. trachurus in Atlantic

Ocean.
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Background

Timeline of Chilean program for understanding of population structure in Chilean Jack mackerel (CIM)

Allozymes Allozymes PCR-RFLP psat MtDNA / usat psat mtDNA / SNPs
3 loci 15 loci RFLP-ITS 6 psat D-loop seq 10 psat D-loop seq
Subpesca 1988 FIP 1994-19 FIP 1996-15 FIPA 2007-27 4 psat FIPA 2010-18 9430 SNPs

Cérdenas et al. (2009) FIPA 2021-28

1. Chilean government have supported almost all studies that
include genetics approaches for the CIM (since 35 y.a.).

2. Different molecular tools have been used to understand

the population genetic structure. o

3. New study using mtDNA and SNPs. Chilean initiative that &.)
contribute to the CJM Connectivity Task Group. 9
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Grant Title

FIPA N°2021-28: Population genetics of Chilean jack mackerel

(Trachurus murphyi) in the South Pacific Ocean.

Main Goal (brief)

Contribute to reduce uncertainty in the management of the Chilean jack
mackerel (Trachurus murphyi) fishery by investigating the genetic signatures

of the connectivity and admixture proportions of this species.

About this presentation

Here we presented the progress of this project
preliminary results of our analyses based on mtDNA and
SNPs.



Methodology

* 9 sampling locations Chile for the season (2021-2022), but not all analyzed

Our team still are doing efforts to obtain samples from out of Chilean waters

Although, we still have available samples from
previous projects, we expect collaboration
such as been done before. Perti

Ecuador

New Zealand
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Methodology

Samples used for preliminary results

mtDNA: FIPA 2007-27
* 5sampling locations from Chile. @ Cérdenasetal. (2008)
. . . FIPA 2021-28
* 2 sampling location out of Chilean waters
(1 from Perd and 1 from New Zealand)
* 5 sampling locations from Chile obtained .
from GenBank (Cardenas et al. (2008). @
SN PS: FIPA 2007-27
e 5sampling locations from Chile FIPA 2021-28

* 2 sampling location out of Chilean waters
(1 from Peru and 1 from New Zealand)



Preliminary Results: mtDNA

Sequences length : 772 bp

Figl. Location used for mtDNA analyses (Control Region) Sequences used: 259
Location N S Kk Hd T
Lobos de Afuera (2008) 12 3 4 0.455 0.00065

®Iquique (2002) 30 5 6 0.363 0.00067
Caldera (2021) 27 6 5 0.396 0.00075

@®San Antonio (2002) 30 6 7 0.508 0.00075

@Concepcion (2002) 35 4 5 0.218 0.00043
Golfo Arauco — R (2021) 3 0 1 0.000 0.00000
Golfo Arauco — P (2021) 10 4 5 0.756 0.00124
Golfo Arauco —V (2021) 11 1 2 0.182 0.00024
Golfo Arauco — B (2021) 11 2 3 0.345 0.00066

@®New Zealand (2002) 26 2 3 0.151 0.00020
New Zealand (2008) 12 2 3 0.439 0.00061

@®Open Ocean (2006) 52 8 9 0.406 0.00072
Total 259 22 26 0.366 0.00062

FIPA 2007-27
‘ Cardenas et al. (2008)
FIPA 2021-28



Preliminary Results: mtDNA

Sequences length : 772 bp
Sequences used: 259

Fig2. Haplotype network for Control region

FIPA 2007-27
. Cardenas et al. (2008)
FIPA 2021-28



Preliminary Results: SNPs

Tablel. Summary statistics for genetic diversity for SNPs

Location Ho He Fis

CAL 0.162 0.177 0.077
GAB 0.164 0.178 0.059
GAP 0.165 0.178 0.057
GAV 0.164 0.179 0.064
GAR 0.161 0.176 0.062
NWZ 0.169 0.182 0.053
PER 0.163 0.181 0.077

N2 SNPs used : 9430
NQ individuals: 91

FIPA 2007-27
FIPA 2021-28



Preliminary Results: SNPs

N2 SNPs used : 9430
NQ individuals: 91

Fig3. Genetic distances among locations

FIPA 2007-27
FIPA 2021-28



Summary

Control region for mtDNA:

* For the total of sequences analyzed (N= 259) we found: 26 haplotypes, and a
relatively low haplotype (0.366) and nucleotide (0.062) diversity. Differences
among localities can be results of the uneven sample size.

* Haplotype network showed star-like shape, with one main frequent haplotype
shared with all locations. For now, it doesn’t shows geographical structure
pattern.

SNPs data:

* Using 9,430 SNPs in 91 samples the genetic diversity indexes were similar
among locations.

* Similarly, all genetic distances calculated were low among localities.

DNA quality from previous project performed well for mtDNA and SNPs



What is next...

Increase the number of locations and
normalize sample size for for mtDNA
and SNPs data.

Conduct population genetic analyses
(Fst, AMOVA, Network, Structure).

Genome Reference:

Haplotype-Resolved (true diploid)
Genome Assembly for CJIM (in progress)

Using this genome reference to map
SNPs identified and in a close future to
use it for a whole genome sequencing
approach that contribute with the CIM
Connectivity Task Group.



Finally...

We encourage to collaborate with this project

Ecuador

Peru

sharing with us tissue samples and metadata,
New Zealand

such as it have been done in previous

projects.

Otherwise, it can be send directly a small

tissue sample to DARTseq company.



Thank you



Available samples

Locations where samples
are available from previous
projects:

FIPA 2007-27 @
FIPA 2010-18
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