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RESUMEN

Una de las mayores amenazas para la conservacion de la biodiversidad a escala global
son las invasiones bioldgicas. Los salménidos (truchas y salmones) se encuentran entre
las especies de peces exdéticas més invasoras de todo el mundo. En Argentina y Chile
existen poblaciones establecidas de truchas marrén (Salmo trutta), trucha de arroyo
(Salvelinus fontinalis), y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) desde principios del siglo
XIX. Por otro lado, recién en el afio 2006 se registrd la primera poblaciéon establecida de
salmon Chinook (O. tshawytscha) en Tierra del Fuego y en el afio 2018 se obtuvieron las
primeras evidencias de poblaciones establecidas de salmén coho (O. kisutch). Ambas
especies se caracterizan por presentar una morfologia similar, siendo frecuente identificar
errébneamente los juveniles de una y otra especie, dificultando el estudio de sus
poblaciones. Por eso, el primer objetivo de este trabajo fue desarrollar un método
molecular sencillo para identificar las especies de los salmones presentes en Tierra del
Fuego. Se disefid una PCR-multiplex que permite amplificar de manera diferencial una
zona conservada del genoma mitocondrial de ambas especies. Como segundo objetivo se
prepuso documentar la distribucion de salmén coho en rios de Tierra del Fuego y
caracterizar su historia de vida. Se realizaron muestreos mediante electropesca en enero
y febrero de 2020, logrando capturar juveniles en ocho rios (Lapataia, Olivia, Almanza,
Lasifashaj, Varela, Cambaceres, Moat, Negro). Se registraron las tallas de los individuos,
obteniendo tallas minimas en el rio Negro (Lf = 29,9 £+ 1,0 mm) y maximas en el rio
Almanza (Lf = 92,4 + 2,3 mm). Para detectar diferencias en las tasas de crecimiento de
los individuos se extrajeron escamas y se midid el espacio intercirculi. Los peces de los
rios Varela, Cambaceres y Moat mostraron mayores espacios intercirculi, indicando una
mayor tasa de crecimiento que los individuos encontrados en los otros rios. Finalmente,
se registraron las temperaturas de los rios Lapataia y Almanza durante un afio para
estimar la relacion entre la dinamica térmica de estos rios y la historia de vida de los
salmones. Las temperaturas maximas se registraron en febrero en ambos rios (12,3°C), y
las minimas en agosto/septiembre para el rio Lapataia (3,6°C) y en junio/julio para el rio
Almanza (0,2°C). Estas diferencias térmicas podrian explicar las diferencias en las tasas
de desarrollo temprano del salmén coho en cada rio. La presencia de esta especie
invasora podria dar lugar a nuevos tipos de interaccion (competencia y/o depredacion)

con las especies nativas de Tierra del Fuego.



ABSTRACT

Life history of coho salmon (Oncorhynchus kisutch), the last invasive salmonid
detected in Patagonia
One of the greatest threats to biodiversity conservation on a global scale is biological
invasions. Salmonids (trout and salmon) are among the most invasive fish species
worldwide. In Argentina and Chile there are established populations of brown trout (Salmo
trutta), brook trout (Salvelinus fontinalis), and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) since
the beginning of the 19th century. Besides, it was not until 2006 that the first established
population of Chinook salmon (O. tshawytscha) was recorded in Tierra del Fuego and, in
2018, the first evidence of established populations of coho salmon (O. kisutch) were
obtained. Both species are characterized by presenting a similar morphology, and it is
common to misidentify the juveniles of one species and the other, making it difficult to
study their populations. Therefore, the first objective of this work was to develop a simple
molecular method to identify the salmon species present in Tierra del Fuego. For this, a
PCR-multiplex was designed that allows differential amplification of a conserved region of
the mitochondrial genome of both species. As a second objective, we set out to document
the distribution of coho salmon in rivers of Tierra del Fuego and to characterize the life
history of each population found. Fish samplings were carried out in January and February
2020 through electrofishing, managing to capture juveniles in eight rivers (Lapataia, Olivia,
Almanza, Lasifashaj, Varela, Cambaceres, Moat, Negro), all with their mouths towards the
Beagle Channel. The sizes of the individuals were recorded, obtaining minimum sizes in
the Negro River (Lf = 29.9 + 1.0 mm) and maximum sizes in the Almanza River (Lf = 92.4
+ 2.3 mm). To detect differences in the growth rates of the individuals, scales were
extracted and the intercirculi space was measured. The fish inhabiting the Varela,
Cambaceres and Moat rivers showed larger intercirculi spaces, indicating a higher growth
rate than the individuals found in the other rivers. Finally, the temperatures of the Lapataia
and Almanza rivers were recorded with automatic recorders for one year to estimate the
relationship between the thermal dynamics of these rivers and the life history of coho
salmon. The maximum temperatures were registered in February in both rivers (12.3°C),
and the minimum in August/September for the Lapataia River (3.6°C) and in June/July for
the Almanza River (0.2°C). These thermal differences could explain the differences in

early development rates of coho salmon in each river. The presence of this invasive



species could give rise to new types of interaction (competition and/or predation) with the

native species of Tierra del Fuego.



INTRODUCCION

Los salménidos son un grupo de peces teledsteos originarios del hemisferio norte, que
habitan cuencas que desembocan tanto hacia el Océano Atlantico como al Pacifico (Hart
1973). El salmén coho (Oncorhynchus kisutch, Walbaum 1792) se distribuye en rios que
desembocan tanto hacia las costas occidentales como orientales del Pacifico Norte
(Davidson y col. 1938). Por otro lado, los salménidos se encuentran entre las especies de
peces mas introducidas en todo el mundo (MacCrimmon y Marshall 1968; MacCrimmon y
Gots 1979; Casal 2006; Crawford y Muir 2007) con fines de desarrollar la pesca deportiva
(Crawford y Muir 2007; Marr y col. 2010; Garcia de Leaniz y col. 2010), y mas
recientemente para desarrollar la acuicultura (Basulto 2003; Thorstad y col. 2008; Jensen
y col. 2010). De esta manera, el salmén coho, entre otros salménidos, ha sido introducido
en innumerables cuencas que desembocan hacia el Atlantico Norte, asi como también en

cuencas del pacifico y atlantico del hemisferio sur (Crawford y Muir 2007; Figura 1).

Figura 1: Distribucion nativa del salmén coho (diagonal negra) y paises y estados de

Estados Unidos en los que se ha introducido (rojo). Tomado de Crawford y Muir (2007).



La introduccién de salménidos exdticos en Argentina y Chile data de finales del siglo XIX
(Pascual y col. 2004). A fines del 1800’ se llevaron a cabo una serie de exploraciones en
diversos ambientes acuaticos de la Patagonia, las cuales concluyeron que los lagos de
origen glaciar y sus rios caudalosos, alimentados por deshielo, ofrecian condiciones
apropiadas para el establecimiento de distintas especies de salmoénidos (Baigun y col.
1985). Asi, en el afio 1904, el Estado argentino impuls6, mediante el Ministerio de
Agricultura de la Nacion, la importacion de ovas de salmonidos desde el hemisferio norte
con el fin de establecer poblaciones silvestres en lagos y rios de la Patagonia y desarrollar
la acuicultura, asi como también la pesca recreativa (Videla 1978; Welcomme 1988;
Figura 2). Posteriormente, el establecimiento de criaderos en distintas localidades de la
region fue lo que facilitd las actividades de siembra en varias cuencas fluviales de la
Patagonia, logrando el establecimiento y expansion de estas especies (Pascual y col.
2004).
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Figura 2: Carreta utilizada para transportar, entre la ciudad de Neuquén y San Carlos de
Bariloche (Rio Negro), los primeros embriones de salménidos llegados al pais en el afio
1904. Tomado de Videla (1978).



En la provincia de Tierra del Fuego (TDF), los primeros intentos de introducir salmdénidos
fueron realizados por John Goodall en 1931 y por el Gobernador Mariano Loedel junto a la
Direccion Técnica del Médico Veterinario Bruno Videla, creando la Estacion de
Piscicultura Rio Olivia en la ciudad de Ushuaia el 16 de agosto de 1974 (Figura 3). Segun
los registros de la estacion de piscicultura, entre los afios 1931 y 1978 se realizaron
siembras de trucha marron (Salmo trutta, Linnaeus 1758), trucha de arroyo o fontinalis
(Salvelinus fontinalis, Mitchill 1814), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss, Walbaum
1792), y salmén del Atlantico (Salmo salar, Linnaeus 1758). Estas siembras fueron
divididas en tres etapas; 1931-1937 realizadas por el particular John Goodall, 1944-1968
transportando ovas desde San Carlos de Bariloche hasta San Antonio Oeste en tren y
luego desde esa locacién hasta Rio Grande, Tierra del Fuego, en avién postal, y
finalmente entre 1976-1978 a cargo de la Estacion de Piscicultura Rio Olivia,
confirmandose posteriormente el establecimiento de poblaciones de trucha marrén,

arcoiris y fontinalis (Tabla 1).
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Figura 3: Vista de la piscicultura Rio Olivia de la ciudad de Ushuaia, Tierra del Fuego, en
1974. Tomado de Videla (1978).



De un total de 15 especies de salmoénidos exéticos introducidos en la Patagonia, al menos
11 se han establecido formando poblaciones autosuficientes tanto en Argentina como en
Chile siendo la trucha arco iris, trucha marrén, y trucha de arroyo las que han logrado una
mayor expansion (Pascual y col. 2007; Sandoval 2014).

Tabla 1: Recopilacién cronolégica de siembras de salménidos en Tierra del Fuego

efectuadas desde la Estacion de Piscicultura Rio Olivia (Tomado de Videla 1978).

Especies (cantidad de peces)

Fecha S.salar  O.mykiss S. fontinalis S. trutta Ambientes
26/02/1968 700 700 730 Rio San Pablo y afluentes
Lasifashaj
440 Laguna Victoria
11/01/1976 176 Laguna Will
100 100 76 Arroyo Tierra Mayor
584 Rio Moat
500 500 651 Arroyo Grande
1.140 Rio Lasifashaj
1.500 Laguna Victoria
31/01/1977 1.600 Arroyo Tierra Mayor
3.240 Arroyo Remolino
1.552 Rio Rasmussen
725 Rio Menéndez
400 Rio Grande
826 Rio Rasmussen
12/01/1978 640 Rio Moneta

828 Rio Moat
400 Rio Moneta
13/01/1978 428 Rio Moneta
680 Rio Moat
1.020 Rio Remolino

En contraste con el éxito de las introducciones de las truchas, los primeros esfuerzos a
principios del 1900s para establecer poblaciones de salmén coho, salmén del Atlantico y
salmon Chinook (Oncorhynchus tshawytscha, Walbaum, 1792) no prosperaron (Davidson
y Hutchinson 1938; Sandercock 1991). Otros intentos fallidos de introduccion de salmén
coho también ocurrieron en América del Norte, Europa y Asia, lo que muestra la baja
capacidad invasiva de esta especie en comparacion con otros salménidos (Sandercock
1991). Sin embargo, el enorme desarrollo de la salmonicultura chilena en sistemas
abiertos como el sea-ranching y las jaulas de cultivo abierto desde la década de 1980s ha
sido una fuente continua de presion de propagulos tanto de salmén coho como de salmén

Chinook y de salmén del Atlantico (Sepulveda y col. 2009; Arismendi y col. 2014; Figura



4). Se estima que la tasa de escapes de estas especies en Chile alcanzaria los 4,4
millones de individuos por afio (Niklitschek y col. 2013), lo cual llevé a Habit y col. (2014) a
proponer que, si los escapes de la industria del salmén seguian aumentando, esta
especie podria establecerse en el sur de Chile debido a la presencia de habitats 6ptimos
para su desarrollo.

Las consecuencias de estos escapes y el éxito en el establecimiento de estas tres
especies de salmones han sido muy diferentes. En este sentido, el salmén Chinook se ha
establecido y dispersado en varias cuencas patagonicas desde 1979 (Correa y Gross
2008; Chalde y col. 2019; Figueroa-Mufioz y col. 2023), mientras que, hasta el momento,
no se han reportado poblaciones establecidas de salmén del Atlantico anadromo en la

Patagonia.
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Figura 4: Produccion anual y niumero de salménidos (salmoén del Atlantico, coho y trucha

arcoiris) escapados en Chile. Tomado de Sepulveda y col. (2009).

Varios autores han propuesto que tanto el salmén coho como el salmén del Atlantico son
las especies de salménidos con menor potencial para establecer poblaciones
autosustentables en rios de la Patagonia (Soto y col. 2006; 2022; Sepulveda y col. 2013;
Arismendi y col. 2014). Existiria una presion negativa del ambiente generando
temporadas de desoves mas tempranas que en las areas donde son originarios y

existiendo ademas una fuerte competencia e interacciones con especies ya establecidas
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como por ejemplo la trucha arcoiris. Por otro lado, es posible que los procesos de
seleccidn histérica a los que fueron sometidos los planteles de reproductores de salmoén
coho para produccion acuicola hayan reducido la plasticidad fenotipica de estas especies
y, por lo tanto, la capacidad de adaptarse a nuevos ambientes, disminuyendo el éxito de
la invasion. Sin embargo, el gran nimero de individuos de salmén coho escapados de la
salmonicultura chilena (Sepulveda y col. 2013; Arismendi y col. 2014), su dieta generalista
incluyendo la capacidad de consumir peces y crustaceos nativos (Soto y col. 2001;
Niklitschek y col. 2013), y la existencia de eventos reproductivos en el area (Niklitschek y
Aedo 2002) podrian favorecer las probabilidades de transformarse en una especie

invasora en la Patagonia.

En el afio 2016 se publicaron datos sobre las primeras evidencias de poblaciones de
salmén coho establecidas en la regibn de Aysén, Chile (Gorski y col. 2016).
Posteriormente, Maldonado y col. (2020) reportaron la captura de juveniles en el rio
Rébalo ubicado en la Isla Navarino (Chile), el cual desemboca hacia la costa sur del
Canal Beagle. El primer registro de la presencia de salmones coho en TDF data del afio
2007, cuando se capturd un individuo adulto en el rio Lapataia, dentro del Parque
Nacional Tierra del Fuego (Fernandez y col. 2010). Sin embargo, estos autores no
reportaron la presencia de juveniles o de actividad reproductiva, por lo que se estima que
este registro corresponde a individuos aislados y no ha poblaciones establecidas. A partir
de ese momento se han registrado varias capturas de salmoén coho en el Canal Beagle
por parte de pescadores artesanales, y en el afio 2018 se obtuvieron las primeras
evidencias de poblaciones establecidas en TDF a partir de trabajos de deteccién mediante
ADN ambiental (Nardi y col. 2020).

Para que una especie introducida logre invadir un nuevo ecosistema debe pasar por
varias fases (Figura 5). Estas fases se pueden dividir en introduccion, naturalizacion,

propagacion e invasion segun la caracterizacion realizada por Roiloa y col. (2015).

Introduccién: La primera fase se lleva a cabo cuando una especie se transporta, por
accion humana, desde su lugar nativo hasta un nuevo territorio en el cual no pertenece

naturalmente.

Naturalizacion: Cuando la especie introducida encuentra condiciones favorables para

sobrevivir. Una vez establecida comienza a reproducirse para mantener poblaciones
viables a lo largo del tiempo. Cuando esto ocurre se dice que la especie se naturaliz6 a su

nuevo ambiente.
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Propagacién: Debido al éxito reproductivo, la especie logra aumentar su numero
poblacional y ademas se empieza a expandir territorialmente. Se puede ver un aumento

en la distribucién y en la abundancia de la especie exotica.

Invasion: Es el momento en que, debido al buen desarrollo de las fases anteriores, se
produce una alteracion o dafio al medio ambiente receptor y también a las especies
nativas que lo habitan. En ese momento se puede considerar a la especie exdtica como

invasora.
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Figura 5: Esquema del proceso de invasion, ejemplificado con el salmén coho, detallando

las distintas fases. Modificado de Roiloa y col. (2015).

El salmén coho es una especie cuyo ciclo de vida se caracteriza por ser anadromo y

semélparo (Figura 6). Los peces nacen y pasan la primera parte de sus vidas en agua
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dulce, luego migran al mar donde la tasa de crecimiento es mayor, maduran sexualmente
y retornan a desovar por Unica vez a sus arroyos o rios de origen guiados por el olor del
agua, sabores de plantas y animales presentes en ese lugar, para luego morir (Quinn
2008). La temporada reproductiva ocurre generalmente a fines de verano y principios del
otofio. Los adultos depositan los huevos sobre el fondo del rio, a escasa profundidad, en
zonas con corriente. Luego los cubren con grava formando lo que se conoce como cama
de desove. El desarrollo embrionario y larval ocurre bajo la grava, hasta que finalmente,
en primavera, emergen los juveniles con el saco vitelino ya absorbido. El desarrollo larval
puede durar entre 4 a 6 semanas dependiendo la temperatura del agua (Beacham y
Murray 1990). Los juveniles recién emergidos, llamados comidnmente fry, comienzan a
alimentarse de macroinvertebrados acuaticos y pueden permanecer en los rios durante 1
0 2 afos. Durante el transcurso de los meses los peces van cambiando de color,
adquiriendo a ambos lados unas marcas distintivas y pasandose a llamar “parr” hasta que
finalmente migran hacia el mar, luego de una seria de cambios fisiol6gicos, donde
permanecen de 1 a 5 afios hasta que maduran sexualmente y retornar al rio donde
nacieron para reproducirse y finalmente morir (Sandercock 1991). Sin embargo, dentro de
este fenotipo tipico que muestran muchas de las poblaciones en su ambiente original,
existen muchas variaciones que han evolucionado en respuesta a la oportunidad y

presiones selectivas ejercidas por el ambiente.
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Figura 6: Ciclo de vida tipico del salmén coho.
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En los peces, tanto la edad como las fluctuaciones estacionales del crecimiento pueden
ser determinadas a traves del analisis de estructuras duras tales como las escamas. Esto
hace que la “lectura” de las escamas sea una herramienta importante para poder describir
la historia de vida de estos animales. Segun Caballero (2013), las escamas de los
salménidos comienzan a formarse luego de la emergencia de los individuos desde la
grava. El centro de las escamas se conoce como nucleo a partir del cual la escama crece
formando estrias concéntricas alrededor de este, denominadas circuli. Cuando los circuli
son gruesos espaciados entre ellos se puede inferir que el pez tuvo un crecimiento rapido;
en cambio un crecimiento lento tiene como consecuencia circuli mas finos y con poco
espacio entre ellos (Fisher y Pearcy 1990). De esta manera, estudiando la separacion
entre los circuli es posible inferir si la tasa de crecimiento de los peces fue alta o baja. Es
sabido que la tasa de desarrollo y de crecimiento de los peces, al igual que todos los
organismos poiquilotermos, depende directamente de la temperatura en la que viven. En
cada rio el crecimiento de los peces puede ser distinto, y eso se vera reflejado en el
patrén de desarrollo de las escamas (Fukuwaka 1998; Fukuwaka y Kaeriyama 1997).

En este contexto, el objetivo general de la presente tesis fue documentar la presencia de
poblaciones establecidas de salmén coho en Tierra del Fuego, asi como también describir
sus historias de vida temprana. Por otro lado, siendo que la morfologia de los juveniles de
salmoén coho y Chinook son muy parecidas, sumado a la poca experiencia que se cuenta
con estas especies debido a su reciente presencia en TDF, el primer objetivo de esta tesis

fue desarrollar un método molecular para diferenciar ambas especies.

OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo 1: Desarrollar un método molecular sencillo para determinar las especies de los

salmones presentes en Tierra del Fuego.

Hipo6tesis 1: Es posible diferenciar las especies de salmones presentes en Tierra del

Fuego a través del método duplex de amplificacién de ADN con cebadores especificos.

Objetivo 2: Documentar la distribucién de salmon coho en Tierra del Fuego y caracterizar

la historia de vida de cada poblacion establecida.

Hipo6tesis 2: Las poblaciones de salmén coho establecidas en Tierra del Fuego presentan
distintas historias de vida asociadas a las caracteristicas ambientales de cada rio

invadido.
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Capitulo 1

Desarrollar un metodo molecular sencillo para
determinar las especies de los salmones

presentes en Tierra del Fuego

[TTTT — cebador
5 3
HERR HIRRERADED]
S 7 .
BRRRRARREERD) I'3 = € 2
{ - 5 s 3
. 3 “— EEERE
5 3 3 ] ’
TTTTT1TT1 111111 5
3 NETE 5 3
<Ll
1
5 3 3 e
! 1l |
v 3 Sl 5 :
: ¥ 5 ;
(LD L T 3 | )
o ¢ 5
3 L) g’ 3
¢ At3
5 3 3 —
TTTT g —F
5% =3 3 g - e A A .
I‘Y‘I | | 3 |Ill3
| | : ¢ Sloetoin
3 T 3 5
5 3
55— 3 EEREE ]
HENENEINNY | 3 «——F5'
3 5 :
5——> 3
1171
Aeak | 11111l
3 5’

15



INTRODUCCION

Uno de los principales desafios en el estudio de la introduccion de especies exdticas es
poder determinar a qué especie pertenece el organismo exético, ya que es probable que
el investigador no esté familiarizado con su taxonomia. En el caso particular de los
salmonidos, caracteristicas como su forma, ciclo de vida y ambientes que habitan son
muy parecidas en muchas de sus especies, y en particular las del género Oncorhynchus.
Debido a la posible presencia simultdnea de todas estas especies en el mismo ambiente,

al momento de querer identificar una especie en particular la tarea se vuelve engorrosa.

Algunas de las caracteristicas morfolégicas que diferencian a los juveniles de salmén
Chinook del salmén coho, son que en este Ultimo la aleta anal presenta forma de hoz, el
borde anterior es mas largo que la base de la aleta; a diferencia del Chinook donde la
base es mas larga que el borde anterior de la aleta (Pollard y col. 1997). Ademas, los
radios anteriores de la aleta dorsal y anal son de color blanco seguido de negro en el
salmon coho (Figura 7). Sin embargo, las diferencias no siempre son tan claras ya que el
fenotipo de estas especies puede variar significativamente segin el ambiente en el que

vivan, la estacion del afio y el estadio de desarrollo.
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Salmoén coho Salmoén Chinook
(Oncorhynchus kisutch) (Oncorhynchus tshawytscha)

Figura 7: Diferencias morfolégicas entre juveniles de salmén coho (izquierda) y de
salmon Chinook (derecha). La principal diferencia que se observa son los radios

anteriores de la aleta anal de color blanco en el salmén coho y su base més corta.

El gran parecido morfolégico que presentan los juveniles de salmén coho y de salmén
Chinook hace necesario contar con un método para poder identificarlos correctamente. En
este sentido, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y posterior secuenciado del
ADN es la técnica de reaccion molecular mas utilizada para este fin (Rea y col. 2001). La
técnica consiste en poder replicar exponencialmente un fragmento de ADN de interés
(amplificacion), utilizando una enzima polimerasa resistente a altas temperaturas.
También implica el disefio y uso de pequefios fragmentos sintéticos de ADN (cebadores)
gue se van a unir complementariamente a una de las hebras de la secuencia de ADN de
interés para la posterior amplificacion. Luego de la amplificacion del fragmento de ADN de
interés, normalmente se requiere andlisis posterior de secuenciado para identificar la
especie de origen. Otra estrategia empleada es el “revelado” del fragmento de ADN a
través de electroforesis en gel de agarosa, lo que nos da la posibilidad de visualizar
diferencias en los tamafios de cada amplicon (dependiendo la especie).

Un tipo particular de PCR es la PCR-multiplex desarrollada por primera vez por
Chamberlain y col. (1988) para amplificar varias secuencias de ADN en una sola reaccion
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de PCR, utilizando en la misma mezcla de reaccion diferentes pares de cebadores
especificos para cada especie que se quiera identificar. En el presente objetivo se disefid
una PCR-multiplex para diferenciar salmones coho de Chinook presentes en rios de
Tierra del Fuego.

MATERIALES Y METODOS

Para la identificacion de las especies de salmones capturadas se validé el método de
amplificaciéon de ADN mediante reaccion en cadena de la polimerasa multiplex empleando
dos pares de cebadores que permitieron amplificar de manera diferencial una zona
conservada del genoma mitocondrial de O. kisutch y O. tshawytscha. Para esto
disefiamos cebadores in silico para generar amplicones de diferentes tamafios para
ambas especies y su posterior identificaciéon mediante electroforesis en gel de agarosa. A

continuacién, se detallan los pasos llevados a cabo para desarrollar la PCR-multiplex.
1. Obtencién de ADN

Las muestras de ADN fueron obtenidas de salmones juveniles de ambas especies
capturados en el rio Lapataia mediante electropesca (ver materiales y métodos del
objetivo 2 para detalle de la metodologia de captura). En total se emplearon tres
individuos de cada especie previamente identificados mediante la clave desarrollada por
Pollard y col. (1997). El ADN se extrajo de la aleta caudal mediante el método salting-out
(Miller y col. 1988). Para esto, el tejido fue digerido a 37°C durante 12 hs en tubos
eppendorf conteniendo 500 pl de solucién de buffer de lisis (Tris HClI 50 mM, EDTA 50
mM pH 8, SDS 1% y NaCl 50 mM) mas 10 ul de proteinasa K (10 mg/ml). Una vez
finalizada la digestion, se centrifugé a 2500 rpm durante 15’, y se traspasaron 500 pl del
sobrenadante a un tubo limpio, evitando acarrear el precipitado y la fase oleosa. Luego se
afadieron 300 pl de NaCl saturado (6 M) a cada tubo y se procedi6 a agitar
vigorosamente durante 15 segundos, seguido de centrifugacion a 2500 rpm durante 15
minutos. Se transfiri6 600 pl del sobrenadante conteniendo el ADN a un tubo limpio, se
agreg6 igual volumen de isopropanol frio para precipitar el ADN y se centrifugd a 2500
rpm durante 15’. Se descart6 todo el liquido sobrenadante con cuidado de no tirar el pellet
y se lavo con etanol 70%. Finalmente se dejé secar el etanol y se resuspendi6 el ADN en
TE 1X, pH8.

El ADN obtenido se almacend a -20°C hasta su posterior amplificacion mediante PCR.
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2. Disefno de cebadores

Para esto se realiz6 un disefio in silico de dos pares de cebadores sobre el extremo 3’
altamente variable de la region de control y el ARNt adyacente de Oncorhynchus spp.
descripto por Nielsen (1994), la cual presenta una delecion de 29 pb en el salmoén
Chinook (Figura 8A).

La estrategia empleada para disefiar los cebadores fue la siguiente:

Cebadores especificos de salmén coho, donde el cebador sentido hibride sobre una
region presente solo en salmén coho, mientras que el cebador anti sentido hibride en
ambas especies (Figura 8B). Para evitar amplificacion cruzada con trucha arcoiris, el
cebador sentido se disefié sobre una secuencia que presenta 5 diferencias de bases en el

extremo 5, mientras que el anti sentido presenta 2 diferencias de bases en el extremo 3'.

A su vez, se disefié un segundo par de cebadores que amplifican ambas especies, pero
flanquean la zona delecionada en salmén Chinook, obteniendo una diferencia de 29 pb

entre ambas especies debido a la delecién presente en salmén Chinook (Figura 8A).

287 pb
[ |

Coho RATAP Rv_Coho_del

Delecidon
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120 pb

ol Fw Coho Del Rv_Coho_del

Chinook Delecion Rv._Coho_del

No hay hibridaciéndel primer

Figura 8: Tamafno de amplicones esperados como resultados del apareamiento de los
cebadores en salmén coho y en salmén Chinook. A) Fw P2 + Rv_Coho_del.
B) Fw_Coho_del + Rv_Coho_del.

La Figura 9 muestra la especificidad de los cebadores y los amplicones generados la cual
se verificd empleando la herramienta primer-blast del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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SRR RESSERENN D e
A FW_P2 5’-TGTTAAACCCCTAAACCAG-3

[TITTTTTTTTITTTTITTITT]
Rv_Coho_del 5 CTTTGTGCTCGTGGGACTTT-3'

781 _TATGTTCCTG TTAAACCCCT AAACCAGGASL GTCTCAAATC AGCATGATAT TTTTTATATA
&41 CATTAATAAL CTITTGGTGC ACTITTTAGC ATTTGGCACC GACAGCGCTG TAATGCATAC
901 ACTTTCATAA TTAAAGTATA CATTAATAAA CTTITCGATC CCTTAGCAGC ACCCGGCACC
981 GGAAGCACTG TTATAGACALC TATTTCCGCC CCCCAGCCCA CTGCTGGCGT AGCTTAACTA
1021 AAGCATAACA CTGAAGCTGT TAAGATGGAC CCTAGAAAGT CCCACGAGCA CAAAGGCTTG..

[T T T T T I T T I I T T TITTTT]

Fw_Coho_del 5-GCACCGGAAGCACTGTTATA-3’
BRvCuhndel NRABNNENNNENENNNNRR

- B CTTTGTGCTCGTGGGACTTT-3'

501 ACTTTCATAA TTAAAGTATA CATTAATALA CTTTTCGATC CCTTAGCAGC ACCCGGCACC
981 GGAAGCACTG TTATAGACAC TATTTCCGCC CCCCAGCCCA CTGCTGGCGT AGCTTAACTA

1021 AAGCATAACA CTGAAGCTGT TAAGATGGAC CCTAGAAAGT CCCACGAGCA CAAAGGCTTG..

, T TTTTTTTTVTTT T T VPrqlnld ,

c FW_P2 5" TGTTAAACCCCTAAACCAG-3
[TTTTTTTTTTIT T T ITTTT]

Rv_Coho_del 5 CTTTGTGCTCGTGGGACTTT-3'

781 CTGAAAGATC CTTATGTTCC TGTTAAACCC CTAAACCAGG AAGTTTCAAS TCAGCATGAT
241 ATTTTTTATA TACATTAATA AACTTTTAGT GCACTTTATA GCAGTTTGGC ACCGACAGCG
901 CTGTALTGCG TACACTTTCA TAATTAALGT ATACATTAAT AAACTTTCCG ATCCCCTAGC
981 AACACCATIT TCCCGCCTAA CCCACTGCTG GLGTAGCTTA ACTAAAGCAT AACACTGALG
1021 CTGTTAATAT GGACCCTAGA AAGTCCCACG AGCACAAAGG CTTGGTCCTG ACTTTACTAT...

Figura 9: Secuencias de cebadores disefiados para la PCR-multiplex. En rojo se detallan
los fragmentos de la secuencia correspondiente a salmén coho en donde los cebadores
se aparean. A) Dara una banda como producto en coho. B) Dara una banda solo en coho.

C) Dara una banda como producto en Chinook.

Programa de PCR

Para la amplificacién se utilizé un programa diseflado para emplear Tag polimerasa
(Promega). La enzima ADN polimerasa Taq, aislada de Thermus aquaticus, es una ADN
polimerasa termoestable que cataliza la sintesis de ADN dependientes de cebadores de
nucledtidos en ADN diplex en la direccién 5' — 3’ en presencia de Mg?*. Es la polimerasa
de ADN termoestable estandar utlizada en  aplicaciones de PCR

(https://worldwide.promega.com). Para preparar la mix de PCR se mezclaron el fragmento

de ADN de interés, la polimerasa, los cebadores, nucleétidos libres y las soluciones de

reaccion (Tabla 2), para luego colocarla en tubos de 0,6 ml en un termociclador que
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somete la reaccion a ciclos recurrentes de cambios de temperatura durante los cuales el
ADN se desnaturaliza, los cebadores se hibridan con el objetivo y la polimerasa los
extiende para crear una copia de la cadena de ADN de interés. Se puede ver detallado

luego de la siguiente tabla.

Tabla 2: Preparacion de mix para PCR con Tag polimerasa

Conc

Reactivo stock Unidad Conc final  Vol/tubo (ul)
Agua ultra pura 10.0
Buffer 10X 10 X 1 15
dNTPs 2 mM c/u 0.2 15

Fw 10 uM 0.3 0.5

Rv 10 uM 0.3 0.5

Taq 5 u/ul 0.03 0.1
ADN 1

Para realizar la PCR-multiplex se disefi6 el siguiente protocolo de ciclos térmicos:

Desnaturalizacién: Como primera instancia se lleva la temperatura a 94 °C,

durante 4 minutos para lograr la desnaturalizacion del ADN, es decir la separacién de las
2 hebras.

Unién de los cebadores: Se regula la temperatura a 60°C durante 30 segundos. En

esta etapa los cebadores van a unirse a su secuencia complementaria en el ADN molde.

Extension de la cadena: En esta etapa la polimerasa, partiendo del cebador, utiliza

a la cadena molde de ADN para sintetizar la cadena complementaria. Se lleva la
temperatura a 72°C que es la temperatura Optima de funcionamiento de la ADN

polimerasa.

Este proceso completo se repiti6 por 30 ciclos continuos. Luego se llevé a cabo una
elongacion final a 72°C por 10 minutos para asegurarnos que cualquier ADN simple

cadena sea totalmente copiado y no nos dificulte la posterior electroforesis.

22



RESULTADOS

Disefio in silico

A continuacién, se detallan los resultados obtenidos del alineamiento de los cebadores

disefiados con la ayuda de la herramienta primer-blast del NCBI

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/).

Cebadores

Fw_P2 + Rv_Coho_del para Chinook

Sequence (5'->3) Length Tm GC% Self Self 3'

F:r';‘r”"f::’ TGTTAAACCCCTAAACCAG 19  51.9542.11 5.00 1.00
':er‘l’;':f CTTTGTGCTCGTGGGACTTT 20  58.69 50.00 2.00 0.00

Products on intended targets

Products on allowed targets

complementarity complementarity

Products on allowed transcript variants

Products on potentially unintended templates

Products on target templates

>MW113719.1 Oncorhynchus tshawytscha isolate 7.4 D-loop, partial sequence; tRNA-Phe gene,
complete sequence; and 12S ribosomal RNA gene, partial sequence; mitochondrial

product length = 259
Forward primer 1 TGTTAAACCCCTAAACCAG 19
Template 238 BRSNS 248

Reverse primer 1 CTTTGTGCTCGTGGGACTTT 20
Template 4 S P S S PR e 469
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Fw_P2 + Rv_Coho_del para coho

. Self Self 3'
Sequence (5->3) Lovigth’ Tm '6C% complementarity complementarity
F:r’i:‘;'rd TGTTAAACCCCTAAACCAG 19  51.9542.11 5.00 1.00
':r‘::::: CTTTGTGCTCGTGGGACTTT 20  58.69 50.00 2.00 0.00

Products on intended targets

Products on allowed targets

Products on allowed transcript variants

Products on potentially unintended templates

Products on target templates

>NC_009263.1 Oncorhynchus kisutch mitochondrion, complete genome

product length = 287
Forward primer 1 TGTTAAACCCCTAAACCAG 19

Template 189 vesonvmeneevmsiecaens 807
Reverse primer 1 CTTTGTGCTCGTGGGACTTT 20
Template 1075 vownmeneevmsieeeee 1056

Fw_Coho_del + Rv_Coho_del para coho

Sequence (5->3)  Length Tm GC% ls.n ; s“'|3' ;
F°"""’| GCACCGGAAGCACTGTTATA20  57.98 50.00 4.00 4.00
""."" CTTTGTGCTCGTGGGACTTT 20  58.69 50.00 2.00 0.00

Products on intended targets

Products on allowed targets

Products on allowed transcript variants

Products on potentially unintended templates

Products on target templates

>NC_009263 .1 Oncorhynchus kisutch mitochondrion, complete genome

product length = 120
Forward primer 1 GCACCGGAAGCACTGTTATA 20
Tesplate B o o SO0 s e 975

Reverse priser 1 CYTTGTGCTCGTGEGACTTT 20
Template M3 cucusenanmunneoneves 1056
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La Tabla 3 resume el tamafio de los amplicones estimados mediante un alineamiento de
los cebadores en el servicio de National Center for Biotechnology Information (NCBI;

www.ncbi.nlm.nih.gov).

Tabla 3: Numero y tamafio de bandas esperadas segun la especie de salmén presente en

la muestra.
Mix de cebadores
) Fw_Coho_d Fw_P2 +
Especie Fw_P2 +
- el + Fw_Coho_del +
Rv_Coho_del
Rv_Coho_del Rv_Coho_del
2 bandas
1 banda 1 banda
Coho 287 pb
287 pb 120 pb
120 pb
_ 1 banda - 1 banda
Chinook No amplifica
259 pb 259 pb

En aquellas muestras de ADN a partir de las cuales se obtengan dos amplicones
mediante PCR-multiplex se clasificardn como pertenecientes a salmén coho; en cambio
las muestras donde se obtenga un solo amplicén se clasificaran como pertenecientes a

salmén Chinook.

Comprobacién in vitro

Las bandas correspondientes a los amplicones revelados en gel de agarosa obtenidos

mediante PCR-multiplex se muestran en la Figura 10.

25



Coho | Chinook
' 6|7 8|9

m—
(V)
L5 ]
ESS
h

Negativo

P2 +del

del + del

P2 / del + del
P2 / del + del
Negativo

P2 +del

del + del
Negativo

287pb— :
259 pb— N

120 pb:

oo

< ¥
vy

Figura 10: Corrida electroforética en gel de agarosa.

Lo primero que se puede observar es que en las calles 1, 6 y 9 no se obtienen ningun tipo
de banda; ya que corresponden a las PCRs sin ADN gendmico (control negativo). En las
calles 2, 3 y 4 se observan las bandas de los amplicones obtenidos a partir de ADN de
coho. En la calle 2 se observa una Unica banda correspondiente al amplicén de salmén
coho obtenido con los cebadores Fw_P2 + Rv_Coho_del; en la calle 3, donde solo se
sembraron los cebadores forward Coho_del + reverse Coho_del, se observa una sola
banda; y en la calle 4, donde se sembraron los Fw_P2 y Fw_Coho_del + Rv_Coho_del, se
observan 2 bandas. En las calles 5, 7 y 8 se sembré ADN de Chinook, y se observa
solamente una banda (259 pb) en las calles donde se sembrg, ademas, cebador forward
P2 (calles 5y 7). En la calle 8 solamente se colocé cebador Fw_Coho_del por lo que no

se observan bandas.
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CONCLUSIONES

Llevando a cabo una amplificaciéon de ADN mediante reaccion en cadena de la polimerasa
combinando dos pares de cebadores se logré amplificar de manera diferencial, dos zonas
conservadas del genoma mitocondrial de salmén coho y una de salmén Chinook en una
misma reaccion. Esto constituye una herramienta practica y efectiva para que
investigadores que no estén familiarizados con estas especies puedan diferenciarlas
facilmente sin equivocaciones. Esto es clave en monitoreos de expansion de estas
especies de salmoénidos en nuevos ambientes, ya que es un método de gran ayuda, al

momento de identificar especimenes capturados por primera vez.

Por otro lado, este método de determinacién de especies es de gran utilidad para
corroborar los datos obtenidos a través de reportes de pescadores recreativos quienes no
suelen tener experiencia en la identificacién de estas especies. Comunmente cuando los
pescadores no estan seguros de la especie que capturaron suelen tomarles fotografias
que luego envian a expertos para su posterior identificacion. Sin embargo, pocas veces
las fotografias se centran en caracteres morfoldgicos que permitan identificar a las
especies. De esta manera, se puede solicitar a los pescadores una pequefia muestra de

aleta de los peces capturados para su posterior identificacién en laboratorio.

Otra utilidad de esta herramienta generada es que permite determinar la especie de
individuos capturados histéricamente y que hayan sido clasificados de manera errénea. Si
este fuera el caso, es posible que la presencia de salmén coho en Tierra del Fuego sea
anterior a los primeros registros de juveniles en el afio 2019 realizados por Chalde y col
(2019), es decir, que juveniles y adultos inicialmente identificados como Chinook en

realidad pertenecerian a la especie de salmén coho.
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Capitulo 2

Documentar la distribucion de salmon coho en
Tierra del Fuego y caracterizar la historia de vida

de cada poblacion establecida
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INTRODUCCION

El salmén coho es un pez anddromo y semélparo; crece hasta llegar a la madurez sexual
en el océano, y vuelve a desovar en agua dulce tanto en pequefios arroyos como grandes
rios de deshielo (Fleming y Gross 1989). Los individuos de diferentes poblaciones de
salmon coho pueden diferir considerablemente en su morfologia e historias de vida
(Ricker 1972; Carl y Healey 1984; Beacham 1985). Es de esperar que las historias de vida
de los salmones hayan evolucionado en sus ambientes nativos de manera tal que exista
una relacion oOptima entre la estacionalidad de las condiciones, la disponibilidad de
recursos y sus fases de desarrollo para maximizar el crecimiento y la reproduccién (Cody
1966; Williams 1966; Sibly y Calow 1986).

En el contexto de la invasion de una nueva especie de salménido en Tierra del Fuego,
planteamos como objetivo determinar la presencia de salmén coho en rios que

desembocan hacia el Canal Beagle y caracterizar sus historias de vida temprana

MATERIALES Y METODOS
Sitios de muestreo

La Isla Grande de Tierra del Fuego se caracteriza por presentar cuatro zonas
hidrogeograficas: Zona de Estepa localizada al norte de la isla, Zona de transicion
localizada en el centro, zona de cordillera localizada en el suroeste y zona de turbales
localizada en el sureste (lturraspe y Urciolo 2000). En este trabajo se realizaron
muestreos de peces en ocho rios, todos con desembocadura hacia el Canal Beagle, de
los cuales seis se ubican en la zona hidrografica de cordillera, y dos en la zona de
turbales (Figura 11 y Tabla 4).
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Tabla 4: Regién hidrogréfica y localizacion de los rios, ordenados de oeste a este, donde
se realizaron los muestreos de salmoénidos. Coordenadas geograficas obtenidas de
Google Earth Pro V7.3.4.8642.

Coordenada de

Rio hidﬁgglr%?ica desembocadura

Latitud Longitud
Lapataia Cordillera 54°51'7,7"S 68°34'4,1"0
Olivia Cordillera 54°47'56"S  68°13'57.8"0
Almanza Cordillera 54°52'24,6"S 67°34'2,1"0
Lasifashaj Cordillera 54°53'11,5"S 67°22'48,3"0
Varela Cordillera 54°53'6,2"S  67°17'28,7"'0O
Cambaceres Cordillera  54°53'18,5"S  67°14'9,5"0
Moat Turbera 54°58'264"S  66°44'57,6"0O
Negro Turbera 55°0'20,1"S 66°42'15,6"O

Los rios de la zona de cordillera se ubican entre la cordillera Fueguina y el Canal Beagle.
En esta zona el drenaje es denso, de recorrido corto, pendientes fuertes y caudal
moderado; el bosque mesoéfilo es caracteristico, acompafnado en los fondos de valle por
turbales que pueden alcanzar profundidades de hasta 10 metros; esta gran acumulacion
se debe a la falta de oxigeno y el agua acida presente en el ambiente que hace que el
musgo Sphagnum se descomponga lentamente (Dominguez y Larrain 2012). Los turbales
son comunidades de especies vegetales de especial adaptacion a ambientes hUmedos en
las que predomina la produccion de materia organica sobre la descomposicion. Los
Sphagnum son los musgos responsables del origen de la turba. Esta se forma por la
acumulacién de los tejidos de esta y de otras plantas que crecen sobre los restos de otras
ya descompuestas. Asi forman una serie de estratos de tejidos vegetales muertos que se
acumulan con el paso del tiempo, formando el material que llamamos turba, el cual puede
alcanzar varios metros de espesor al cabo de miles de afios (Dominguez y Larrain 2012).
Estos ambientes presentan gran capacidad para retener agua. Ademas, la nieve
estacional es el almacenamiento hidrico con mayor capacidad de regulacién; los
sedimentos en las altas cumbres sin vegetacién acumulan detrito criogénico, también con
funcion reguladora. El agua se libera lentamente en verano, y junto con las precipitaciones
(alta frecuencia / baja intensidad), prolongan las crecidas de los rios hasta diciembre.
Estas cuencas son las que mayor caudal especifico producen (caudal medio anual por

unidad de superficie).
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Los rios de la zona de turbales se ubican en la region conocida como peninsula Mitre,
donde la cordillera va perdiendo altura, en la parte Este de la isla. En las laderas, con
drenaje de agua elevado, se pueden llegar a observar bosques. En cambio, en los
estratos inferiores predominan los turbales que forman amplios valles y planicies, donde
escurren los cursos de agua provenientes de las laderas que ya perdieron pendiente
como para poder escurrir de manera superficial. Los turbales pueden llegar a adoptar
caracteristicas de verdaderos pantanos, siendo el ambiente que mayor cantidad de agua
almacena en TDF a excepcion de los lagos. En su estado natural, las poblaciones de
Sphagnum atrapan gran cantidad de agua debido a la particular morfologia de sus hojas,
que tienen células fotosintéticas que alternan con células vacias y porosas, que son las
que atrapan el agua (Dominguez y Larrain 2012). La capa de Sphagnum vivo se
encuentra en el estrato superficial, desarrollado sobre capas de fibras muertas, cuyo
estado de degradacion o grado de humificacién se incrementa en profundidad (lturraspe y
Roig 2000). Esta capa es la que mayor capacidad dispone para incorporar agua, pudiendo
alcanzar en niveles superficiales y en condiciones de saturacién, una proporcion entre el
94 y 98 % respecto del volumen total de turba (Paivanen 1982).Como almacenamiento de
segundo orden se destaca la nieve estacional, de débil estabilidad, debido a las escasas
posibilidades de acumulacién en altura y a la mayor exposicidbn a los vientos. En
primavera se producen las crecidas mas importantes, ya que se combina la saturacién de
los turbales junto al deshielo luego del invierno; aunque también en los veranos humedos
pueden darse crecidas significativas. Los cauces suelen ser relativamente profundos y de

velocidad de corriente baja.

Captura de individuos

Para capturar los individuos se realizaron muestreos en seis rios localizados en la region
de cordillera y dos rios localizados en la region de turba (Figura 11). Los muestreos se
realizaron entre los dias 13 de enero y 21 de febrero del afio 2020, en los rios Lapataia
(20 de enero y 19 de febrero; n=8 y n=12; respectivamente), Almanza (13 de febrero;
n=9), Lasifashaj (14 de febrero; n=2), Varela (14 de febrero; n=31), Cambaceres (14 de
febrero; n=24), Moat (21 de enero y 20 de febrero; n=38 y n=0; respectivamente) y Negro
(21 de enero; n=16). Los juveniles del rio Olivia se capturaron el 14 de diciembre de 2022
(n=9) en campafas posteriores del CADIC. También se analizaron muestras y datos

pertenecientes a campafas realizadas previamente por el personal del Laboratorio de
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Ecologia, Fisiologia y Evolucion de Organismos Acuaticos del CADIC el 24 de septiembre
de 2019 (n=6) y el 20 de diciembre de 2019 (n=12).

Figura 11: Ubicacion de la isla grande de Tierra del Fuego, en el extremo sur de América
(recuadro amarillo). Rios donde se capturaron juveniles de salmén coho en la region de
cordillera (puntos violetas) y en la regién de turbera (puntos rojos) de Tierra del Fuego. 1:
Rio Lapataia; 2: Rio Olivia; 3: Rio Almanza; 4: Rio Lasifashaj; 5: Rio Varela; 6: Rio
Cambaceres; 7: Rio Moat; 8: Rio Negro.

Para capturar los peces se empled un equipo de electropesca (Smith-Root LR24; Figura
12) seteado a 75 Hz, ciclo de funcionamiento del 25%, con pulso estandar de 450 V' y 75
A (ancho de pulso 3 ms, 60 pulsos/ seqg). El recorrido de los cuerpos de agua siempre fue
en direccion rio arriba abarcando la mayor distancia posible o hasta obtener al menos 20
ejemplares de cada rio. Los sitios muestreados en cada rio fueron principalmente las

costas, lugares con refugios provistos por ramas o rocas y aguas calmas (Figura 13).
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Figura 12: Equipo de electropesca Smith-Root empleado para capturar juveniles de

salmoén coho. Rio Almanza.
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Figura 13: Sitios caracteristicos donde se capturaron juveniles de O. kisutch en los

distintos rios. A) Rio Lapataia, restos de dique realizado por castores; B) Rio Almanza,
arboles caidos y restos de troncos; C) Rio Negro, refugio sobre las barrancas del rio; D)

Rio Moat, aguas quietas (linea discontinua).

Para identificar las especies se utilizd la guia de identificacion de salmonidos “Field
Identification of Coastal Juvenile Salmonids” (Pollard y col. 1997). En particular se prest6
atencion a diferenciar a los juveniles de salmén coho con juveniles de salmon Chinook ya
gue ambas especies presentan un gran parecido morfoloégico. En los casos en que no
fuera posible distinguirlos con seguridad, se tomaron muestras de aleta caudal para

realizar la PCR-multiplex puesta a punto en el Objetivo 1.

Los salménidos capturados durante el muestreo se colocaron en un recipiente de cinco
litros con agua del mismo rio (Figura 14). Luego de finalizar el recorrido del rio se
trasvasaron los peces a tanques de 120 litros con aireador y se los trasladd en camioneta
hasta el Laboratorio de Ecologia, Fisiologia y Evolucion del CADIC en la ciudad de

34



Ushuaia. Una vez alli los peces se sacrificaron con sobredosis de benzocaina. Se registro
el peso total (con balanza digital precision de 0,01 g) y la longitud furca hasta la horquilla
de la aleta caudal (con calibre digital con precisién de 0,1 mm). Finalmente, se extrajeron
escamas de ambos laterales de los peces por debajo de la aleta dorsal y por encima de la

linea lateral.

Figura 14: Juveniles de salmén coho recién capturados. Se pueden observar cuatro

ejemplares ya recuperados luego de ser capturados mediante electropesca.

Lectura de escamas

Las escamas utilizadas para el andlisis fueron de individuos capturados en los muestreos
realizados para esta tesis como ademds de individuos colectados por el personal del
CADIC. Las mismas fueron limpiadas con detergente enzimatico de uso doméstico 5% y
se seleccionaron 3 de cada individuo para ser fotografiadas con la ayuda de lupa
estereoscopica (Figura 15). Posteriormente, las imagenes fueron analizadas mediante el
programa Image Pro-Plus versién 4.5.0.29, con el cual se midié el radio total de las
mismas desde el nucleo hasta el borde, el nUmero de circuli y el espacio intercirculi

(Figura 16). A partir de estos datos se describieron las relaciones entre el radio de la
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escama medido desde el nucleo y la longitud del pez con el siguiente modelo de regresiéon

lineal.

Radio de la escama medido desde el nucleo = interseccion + pendiente * longitud del pez

A partir de estos datos se infirieron diferencias en la tasa de crecimiento ya que cuanto
mayor sea la proporcion N° de circuli / radio de escama, se espera que la tasa de
crecimiento del individuo haya sido menor (Craig y col. 2014). Para evaluar las tasas de
crecimiento durante los primeros meses luego de la emergencia de las larvas se midi6 la
distancia intercirculi. Solo se midi6 la distancia intercirculi de los primeros 6 pares de
circuli ya que los pares de circuli superiores no estaban presentes en todos los peces

Figura 15: Lupa estereoscopica utilizada para observar y fotografiar las escamas de

juveniles de salmoén coho capturados en Tierra del Fuego.
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Figura 16: Escama de Oncorhynchus kisutch vista con lupa estereoscopica; se detallan
las caracteristicas a medir. 1: Radio de la escama medida desde el nucleo. 2: Intercirculi.

También se detallan los circuli 2 y 3.

Supuestos de un modelo de regresion lineal

Relacion lineal, Independencia residual, Normalidad y Homocedasticidad.

Ho: pendiente = 0 la variacion de Y no se explica linealmente por la variacion de X.

H1: pendiente # 0 la variacion de Y si se explica linealmente por la variacion de X.

Radio de la escama vs longitud del pez.

Los datos se ajustaron a un modelo de regresion lineal con P < 0,05. Es decir que la
relacion entre el radio de la escama y la longitud del pez es positiva y lineal.

Radio de la escama (R) = interseccion + pendiente * longitud del pez (Lf).
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Y = variable dependiente = radio de la escama.
X= variable independiente = longitud del pez.

Se utiliz6 el analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de un test de
comparaciones multiples de Tukey con un nivel de significancia del 5% para analizar las
diferencias entre las distancias de cada intercirculi, con el programa GraphPad Prism

version 6.01.
Registro de temperaturas

Para analizar la posible relacion entre el régimen térmico de los rios y la historia de vida
temprana del salmén coho se registré la temperatura de los rios Lapataia y Almanza cada
una hora durante un afio mediante registradores automaticos (Hobo Pendant MX2201,
Onset Computer Corp). Estos rios fueron seleccionados porque difieren en régimen de
caudal y caracteristicas generales del paisaje (vegetacion riparia, refugio, presencia de
pozones, lago de cabecera, etc.), y también podrian diferir en cantidad y calidad de
alimento disponible. El rio Lapataia presenta un caudal promedio anual de 18,6 m®s,
mientras que el caudal medio del rio Almanza alcanza solo los 1 m*/s (datos obtenidos de
la Direccion General de Recursos Hidricos de TDF). Ademas, el rio Lapataia nace en un
glaciar, presenta un lago aguas arriba, y cuenta con un escaso bosque riverefio en su
recorrido, mientras que la cuenca del rio Almanza es completamente boscosa desde su

origen hasta su desembocadura.
Permisos necesarios para larealizacion de esta investigacion

El rio Lapataia se encuentra dentro del Parque Nacional Tierra del fuego, debido a esto,
se tramitd la autorizacion necesaria de investigacion DRPA (N°75). El resto de los rios se
encuentran en territorio provincial y contamos con el permiso de investigacion Resolucién
(N°3914-SD/2017).

Durante toda la investigacion y las campafias realizadas se cumplié con el reglamento
Interno del Comité Institucional de Bioética (CIB) —Centro Austral de Investigaciones
Cientificas (CADIC) CIB-CADIC.
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RESULTADOS

Las tallas de los individuos capturados fluctuaron entre un minimo de 29.9 £ 1.0 mm (n=
10; media + EEM) en el rio Negro y un maximo de 92,4 + 2,3 mm (n= 7; media £+ EEM) en
el rio Almanza (Figura 17). En tanto, los pesos de los individuos fluctuaron entre un
minimo de 0,27 + 0,02 g (h= 10; media + EEM) en el rio Negro y un maximo de 11,83 +
1,11 g (n= 7; media + EEM) en el rio Almanza (Figura 18). En todos los rios se encontrd
una sola cohorte de salmones, excepto en los rios Almanza y Negro donde se pudieron

distinguir dos cohortes contemporaneas.
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Figura 17: Longitud (media, minimo y maximo) de los individuos capturados en los
distintos rios. Cabe aclarar que tanto en el rio Almanza como en el rio Negro se

encontraron dos cohortes.
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Figura 18: Peso (media, minimo y maximo) de los individuos capturados en los distintos
rios. Cabe aclarar que tanto en el rio Almanza como en el rio Negro se encontraron dos

cohortes.

La Tabla 5, al igual que la Figura 19, muestra las relaciones lineales entre el radio de las
escamas Y la longitud de los peces capturados en todos los rios. Las escamas de los
peces capturados en el rio Lasifashaj se excluyeron del analisis estadistico debido a que
solo se capturaron dos individuos y no es de utilidad en este caso realizar una regresion
con solo dos datos. Los peces de la cohorte menor (0+) capturados en el Rio Negro (FL =
29.9 £ 1.0 mm (media + EEM); N = 10) no tenian escamas formadas y por lo tanto no se

incluyeron en el analisis.
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Tabla 5: Modelo lineal con regresion para la relacion entre el radio de la escama (R) y la

longitud (Lf) de los salmones capturados

Rio Modelo lineal R? P
Lapataia R =4,47 (+ 0,26) * Lf - 137,2 (+ 16,3) 0,9087 < 0,0001
Olivia R =4,31 (+ 1,60) * Lf - 107,5 (+ 109,8) 0,5092 < 0,05
Almanza R=4,88 (+0,97) *Lf-142,1 (+ 82,1) 0,7827 < 0,001
Varela R = 3,98 (+ 0,84) *Lf — 54,8 (+ 40,9) 0,6318 < 0,001
Cambaceres R =3,31(x0,43)*Lf-64,4 (+ 30,0) 0,8215 < 0,0001
Moat R =4,29 (+ 0,63) *Lf — 70,5 (= 32,5) 0,7816 < 0,0001
Negro R =1,58 (+ 2,81) *Lf + 140,6 (+ 234,1) 0,07310 0,6043
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Figura 19: Relacion entre el radio total de las escamas y la longitud de los individuos

juveniles de salmon coho capturados en ocho rios de Tierra del Fuego.
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Excepto por la distancia entre circuli 1-2, las otras cinco distancias entre circuli analizadas

mostraron diferencias significativas entre rios (Figura 20 y Tabla 6). Letras iguales entre

rios significa que no va a haber diferencias significativas entre esos rios que se estan

comparando. Luego se utiliz6 un método de comparaciones multiples de Tukey’s con un

nivel de significancia del 5%.
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Figura 20: Distancia intercirculi de cada par de circuli en cada uno de los rios. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre rios (Test de comparacién mdultiple de
Tukey; p<0,05).
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Tabla 6: Media + Error estdndar de la media (N= tamafo de la muestra) distancia intercirculi (4) y resultados del analisis de varianza

(ANOVA) de juveniles de Oncorhynchus kisutch capturados en rios que desembocan en el Canal Beagle.

Rio Circuli 1-2 Circuli 2-3 Circuli 3-4 Circuli 4-5 Circuli 5-6 Circuli 6-7
Resultados de Fe72 = 1.767 Fe70 = 4.906 Fee9 = 5.322 Fees4 = 6.315 Fes7 = 4.204 Fe42 = 4.027

ANOVA P=0.118 P=0.0003 P=0.0001 P < 0,0001 P=0.0014 P=0.0028
Lapataia 31.8+2.1(8) 29.1+08 40 (8) 24.3+1.14.(8) 199+09,(8) 17.0+104.(8 158+1.5.(8)
Olivia 37.5+1.9(10) 303222 4c(9) 2422139 20.7+£21.0,4:.(9) 197£0.94(9) 17.6%0.9 onc(9)
Almanza 33.2+£1.9(9) 20.7+£18 ¢ (9) 235%2.94(8) 16.8+ 1.8, (7) 153+ 15.(7) 16.4 £ 0.8 4 (7)
Varela 38.3+1.3(15) 33.9+08.(15) 295+09,(15 255+1.1,(12) 229+1.7,(8) 22.2+2.1 4(2)
Cambaceres 37.3+1.3(15) 335+1.0,(15) 26.8+1.0, (15 20.9+0.8, (15 20.7+1.1 4(15) 21.6+0.6 4 (9)
Moat 35.6 £ 0.9 (15) 28.8+1.04(15) 251109 ,4:(15) 23.2+1.2,(14) 22.0+£1.6 4 (11) 21.9%0.9 4 (8)
Negro 35.5+3.8(7) 253+ 1.7, (6) 189+ 1.1, (6) 17.5+1.5.(6) 16.5+ 0.9 5 (6) 19.3+2.5 4 (6)
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Las diferencias entre las distancias inter circuli de los distintos rios se observan a

continuacion:

e Circuli 1-2. Sin diferencias significativas entre los rios, es decir que los circuli 1-2
son iguales para los peces de todos los rios.

e Circuli 2-3. Hay diferencias significativas entre Varela y Moat, Varela y Negro;
Cambaceres y Negro. Los circuli de Varela tienen mayor crecimiento que los de
Moat y Negro; ademdas los circuli de Cambaceres tienen también mayor
crecimiento que los del rio Negro.

e Circuli 3-4. Hay diferencias significativas entre Almanza y Varela, Varela y Negro,
Cambaceres y Negro. Los circuli de Varela y Cambaceres tienen mas crecimiento
que con los que estan comparados.

e Circuli 4-5. Hay diferencias significativas entre Lapataia y Varela, Almanza y
Varela, Almanza y Moat, Varela y Cambaceres, Varela y negro, Moat y negro. Los
circuli de Varela siempre tiene mayor crecimiento en comparacion con los rios en
los que se lo compara. Con Moat ocurre [o mismo.

e Circuli 5-6. Hay diferencias significativas entre Almanza y Varela, Almanza y Moat.
Los circuli de Almanza tienen un menor crecimiento que los otros 2 rios.

e Circuli 6-7. Hay diferencias significativas entre los rios Lapataia y Cambaceres, y
Lapataia y Moat. Los circuli de Lapataia tiene menor crecimiento que los rios con

los que se los compara.

En cuanto a las temperaturas registradas en el rio Lapataia y Almanza, se puede observar
que el primero presentd temperaturas mas elevadas en casi todo el periodo analizado
(Figura 21). El pico de maxima temperatura para ambos rios se registré en el mes de
febrero con temperaturas de 12,3°C para ambos rios; mientras que las temperaturas
minimas se observaron en los meses de agosto/septiembre para el rio Lapataia (3,6°C) y

en junio/julio para el rio Almanza (0,2°C).
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Figura 21: Temperatura media diaria del agua de los rios Lapataia y Almanza registrada
entre abril de 2019 y marzo de 2020.

Discusion

La deteccion de juveniles de salmén coho en ocho rios que desembocan en el Canal
Beagle confirma una nueva invasioén de salménidos en el extremo sur de la Patagonia tal
como habia sido propuesto por Chalde y col. (2019) y Maldonado y col. (2020). Estos
resultados indican claramente que esta especie ya supero las etapas de introduccion y
naturalizacion propuestas por Roiloa y col. (2015), encontrandose en una clara etapa de
propagacion y expansion. Aln resta establecer si estas poblaciones estan produciendo
una alteracion o dafio al medio ambiente receptor y a sus especies nativas, momento en

el cual se puede considerar a la especie exotica como invasora.

Los peces nativos de la Patagonia se encuentran bajo una constante presion por parte de
las especies de peces introducidas, tanto por depredacion como por competencia por uso
del habitat y el alimento (Habit y col. 2014). En su area de distribucion nativa, los juveniles
de salmoén coho utilizan principalmente pequefios arroyos y aguas calmas, donde se
alimentan de macroinvertebrados, presentando un comportamiento territorial (Sandercock
1991; Quinn 2018). Este mismo comportamiento se observdO en rios de Chile,

solapandose el uso de habitat con galaxidos nativos como son el puyen chico (Galaxias
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maculatus, Jenyns 1842), el puyen grande (G. platei, Steindachner 1898) y la peladilla
(Aplochiton zebra, Jenyns 1842), registrdndose competencia por el alimento (Pérez y col.
2022). De esta manera, es esperable un efecto negativo del salmén coho sobre las
especies de puyen presentes en Tierra del Fuego, ejercido a través de competencia por
alimento y hébitat. Ademas, la dieta de los salmones puede ser icti6faga cuando superan
los 10 cm de longitud, causando aun mayor efecto negativo sobre las poblaciones de
peces nativos de la Patagonia. Sin embargo, los resultados del presente trabajo sugieren
que la talla maxima de los salmones capturados en agua dulce no superaria esas tallas,
por lo que se espera que no puedan ejercer predacion sobre las especies nativas. Sin
embargo, algunos autores proponen que pudieran existir efectos positivos sobre las
especies nativas (ver Quinn 2018 y Mufioz y col. 2021; 2022). Por ejemplo, la remocién de
grava para realizar los nidos de desove por parte de las hembras deja disponibles
insectos para que los peces los puedan consumir. Ademas, los cadaveres de salménidos
en descomposicion luego de reproducirse promueven la produccion primaria y secundaria
en las comunidades acudticas y riberefias. Estos efectos han sido bien documentados en
su area de distribucion nativa por Quinn (2018), y también en ecosistemas patagénicos

pobres en nutrientes (Mufioz y col. 2021; 2022).

En los rios Almanza y Negro se encontraron dos cohortes contemporaneas, lo que
indicaria, que en estos rios, los adultos utilizaron ese ambiente como minimo durante 2
afios consecutivos para reproducirse y que los juveniles permanecen en ambientes
dulceacuicolas al menos durante 1 afio o0 mas. La cohorte de mayor talla tendria
aproximadamente un afio y 5 meses mientras que la cohorte de menor talla
corresponderia a peces de solo unos meses de vida post eclosién. En los demas rios
muestreados se encontré una sola cohorte de peces, lo cual indicaria que la migracion
hacia el mar ocurre antes del afio de vida. La tasa de éxito de las historias de vida de las
cohortes de los distintos rios probablemente varie de un afio a otro, dependiendo de las
condiciones ambientales en los rios, estuarios y ambientes marinos y los efectos
potenciales de la mortalidad marina dependiente en gran parte del tamafio de los

salmones (Craig y col. 2014).

Segun Macchi y Vigliano (2014), el éxito en la introduccion de una especie de pez
depende de las acciones antrépicas, del ambiente, de la historia evolutiva, de
interacciones ecoldgicas, como asi también de la plasticidad de las especies introducidas.

Comprender la historia de vida del salmén coho y la deteccién temprana en ambientes
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recién invadidos es fundamental para predecir cambios futuros en sus historias de vida
debido a las adaptaciones al entorno local y los efectos potenciales sobre las especies
nativas (Chalde y col. 2023). De esta manera, la diversidad de historias de vida descriptas
en este trabajo, manifestadas a través de diferentes tasas de crecimiento y diferentes
tiempos de uso de los ambientes de agua dulce, es lo que posiblemente haya favorecido
la capacidad de invasion y establecimiento en estos ambientes.

El andlisis lepidologico realizado nos aport6 informacion atil para estimar diferencias en
las tasas de crecimiento de los salmones en los diferentes rios. En particular, se pudo
determinar que los peces que habitan los rios Varela, Cambaceres y Moat podrian tener
mayores tasas de crecimiento que el resto de los peces de los otros rios, ya que sus
escamas presentaron mayores espacios intercirculi. Esta diferencia en las tasas de
crecimiento puede deberse a diferencias en la temperatura del agua, la disponibilidad de
alimento o la falta de competidores (Craig y col. 2014). Otros factores que pueden afectar
el crecimiento del salmén son el caudal y velocidad de la corriente, factores que no fueron
registrados en este trabajo (Iwamoto y Salo 1977; Simenstad y col. 1980; 1982). En este
trabajo logramos detectar grandes diferencias en la dinamica de temperaturas entre los
rios Lapataia y Almanza. Las temperaturas registradas en el rio Lapataia durante el
invierno permitirian que los salmones emerjan de la grava en primavera, con condiciones
Optimas en cuanto a disponibilidad de alimento. Por el contrario, las bajas temperaturas
registradas en el rio Almanza retrasarian la emergencia de los individuos, enfrentandolos

a condiciones subdptimas durante los primeros meses y retrasando su crecimiento.

La presencia de una nueva especie exoética en Tierra del Fuego significa una nueva
amenaza para la biodiversidad nativa de peces de agua dulce. Esta amenaza es aln
mayor si consideramos que la isla de Tierra del Fuego es una de las pocas regiones del
mundo donde el numero de peces de agua dulce introducidos es mayor que el nimero de
especies de peces nativos (Leprieur y col. 2008; Cussac y col. 2009). Algo importante
para tener en cuenta es que los efectos y consecuencias del proceso de invasion del
salmén coho van a sumarse a los efectos y consecuencias de otras especies ya
establecidas, en el mismo ambiente. Como por ejemplo el caso del salméon Chinook que
ya se encuentra ampliamente establecido en la Patagonia Argentina y Chilena, y presente
en la cuenca de los rios Lapataia y Grande en TDF (Fernandez y col. 2010; Nardi y col.
2019). Debido a su comportamiento territorial los salmoénidos pueden, potencialmente,

competir por el habitat y el alimento e incluso depredar sobre las especies de fauna ictica
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nativa (Sandercock 1991; Quinn 2018). El establecimiento de una nueva especie de
salmédnido, en simultaneo con las especies exoticas de salménidos ya establecidas, suma
nuevos interrogantes en cuanto al impacto ambiental en los ecosistemas fueguinos, dado
que entre cada especie puede variar sustancialmente su historia de vida (Reynolds y col.
2001). Algunas de las estrategias, dentro de cada historia de vida, que pueden variar
entre las especies pueden ser, diferentes tiempos de desove, distinto tiempo a la hora de
residir en agua dulce, tasa de crecimiento alcanzada, edad y tamafo al llegar a la
maduracion, fecundidad, esperanza de vida, tasa de mortalidad (Johnston y col. 2012),

entre otras.

A partir de los datos reunidos en este trabajo, es posible proponer algunas
recomendaciones para monitorear el avance de estas poblaciones, y desarrollar
herramientas tendientes a mitigar el posible impacto sobre las especies nativas. En
particular, es crucial describir con mayor detalle el comportamiento de los juveniles en
cada rio, realizando muestreos mensuales durante al menos dos afios consecutivos. Uno
de los aspectos claves para evaluar el potencial impacto sobre las especies nativas es
desarrollar estudios de dieta y determinar la existencia, o no, de solapamiento y
predacion. Otra via propuesta para conocer estas poblaciones es desarrollando y
manteniendo una via de contacto directa con los pescadores deportivos o artesanales que
nos permita registrar la presencia de esta especie en otras cuencas. Finalmente seria de
gran ayuda realizar una cooperacion junto con centros de salmonicultura chilenos para
gue estén al tanto de las consecuencias de los escapes en los criaderos y fomentar mayor

control y restriccion de sus centros de cultivo.
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