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RESUMEN

Las especies de Pargo Lutjanus gutttatus y Lutjanus argentiventris se distribuyen
mundialmente por aguas tropicales y son considerados recursos importantes para el
desarrollo pesquero del Pacifico Colombiano. Los objetivos del presente estudio fueron
estimar la variabilidad genética de estas especies utilizando marcadores moleculares
RAMs y evaluar la variabilidad entre las especies en tres zonas del Pacifico Colombiano.
Evaluando 79 individuos colectados en tres regiones de la Zona Pacifica Colombiana con
cuatro cebadores RAMs (AG, CCA, CT y ACA). Obteniendo una Heterocigosidad
esperada (He) para Lutjanus guttatus de 0.29 y % de loci polimorficos del 92%. En cuanto
a Lutjanus argentiventris los valores de Heterocigocidad esperada y % de loci polimérficos
fueron 0.27 y 81% respectivamente. Con el valor de Fsr, se determiné la existencia de
una alta diferenciacion genética entre las tres zonas para cada una de las especies
estudiadas, que puede ser atribuida a la capacidad adaptativa que tienen los individuos ya
que estas zonas presentan condiciones ecoldgicas diferentes. Con el coeficiente de Dice
Nei-Li por el método UPGMA, se formaron los grupos de acuerdo a la especie estudiada y
la zona de muestreo. EI AMOVA detect6 una variacion dentro de los individuos de cada
zona para las dos especies lo que podria indicar la existencia de subpoblaciones dentro
de cada zona atribuible a la capacidad adaptativa de los peces de acuerdo a las
condiciones oceanogréaficas predominantes en dichas regiones; jugando un papel
importante en la determinacion de la estructura genética y la existencia de stocks

genéticos distintos que deben ser manejados de acuerdo a su estructura poblacional.

Palabras clave: diversidad genética, Pargo, RAMS, Zona Pacifica Colombiana, AMOVA.



ABSTRACT

The species of snapper Lutjanus gutttatus and Lutjanus argentiventris are
distributed globally through tropical waters and are considered important resources
for the Colombian Pacific fisheries development. The objectives of this study were
to estimate the genetic variability of these species using molecular markers RAMs
and assess the variability between species in three areas of the Colombian Pacific.
Evaluating 79 individuals collected in three regions of the Colombian Pacific area
with four RAMs primers (AG, CCA, ACA, CT). Getting an expected heterozygosity
(He) for Lutjanus guttatus 0.29% and polymorphic loci 92%. Lutjanus argentiventris
regarding expected heterozygosity values and % polymorphic loci were 0.27 and
81% respectively. With the value of Fst, we determined the existence of a high
genetic differentiation among the three zones for each of the species studied,
which can be attributed to the adaptive capacity that individuals as these areas are
ecologically different. With the Dice coefficient Nei-Li by the UPGMA method,
groups were formed according to the species studied and the sampling area. The AMOVA
detected individual variation within each area for the two species which could indicate the
existence of subpopulations within each zone attributable to the adaptive capacity of fish
according to oceanographic conditions play an important role in determining the genetic
structure and the existence of two different genetic stocks that should be managed

according to their population structure.

Keywords: Genetic diversity, Pargo, RAMS, Colombian Pacific Zone, AMOVA.



1. INTRODUCCION

1.1. Situacion actual de la Pescay la Acuicultura en el mundo

Durante los ultimos afios la acuicultura ha adquirido relevancia dentro de las opciones
productivas en Colombia, considerando que puede llegar a ser uno de los elementos
de importancia en la generacion de ingresos a nivel nacional.

La produccion acuicola mundial ha seguido creciendo, y ha pasado de ser casi
insignificante a equipararse totalmente a la produccion de la pesca de captura en
cuanto a la alimentacién de la poblacién en el mundo. Ademas se ha evolucionado en
cuento a innovacion tecnologica y adaptacion para satisfacer las necesidades
cambiantes. En el afio 2010 la produccion acuicola mundial alcanzo su nivel maximo
de 60 millones de toneladas (FAO, 2012).

En los ultimos 50 afios, el suministro mundial de productos pesqueros destinados al
consumo humano ha superado el crecimiento de la poblacion mundial; actualmente, el
pescado constituye una fuente esencial de alimentos nutritivos y proteinas animales
para gran parte de la poblacion; encontrandose entre los productos alimenticios mas
comercializados, alcanzando sus maximos voliumenes en el 2011, y se espera que
siga una tendencia a la alza en paises en desarrollo que representan la mayor parte
de las exportaciones mundiales. Si bien la produccién de la pesca de captura se
mantiene estable, la produccion acuicola sigue creciendo. Ademas, el sector
proporciona medios de vida e ingresos, tanto directa como indirectamente, a una parte

considerable de la poblacién mundial (FAO, 2012).

En el afio 2011 la pesca de captura y la acuicultura suministraron al mundo unos 154
millones de toneladas de pescado, de éstos, aproximadamente 130 millones de
toneladas se fueron para el consumo. Con el crecimiento mantenido de la produccién
de pescado y la mejora de los canales de distribucion, el suministro mundial de
alimentos pesqueros ha aumento generando asi un consumo per cépita de 18.8 kg
(FAO, 2012) (Tabla 1).
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Tabla 1. Produccién y Utilizacién de la pesca y acuicultura en el mundo.

2006 2007 2008 2009 2010 2011

PRODUCCION

Pesca de captura

Continental 9,8 10,0 10,2 10,4 11,2 11,5
Maritima 80,2 80,4 79,5 79,2 77,4 78,9
Pesca de captura total 90,0 90,3 89,7 89,6 88,6 90,4
Acuicultura

Continental 31,3 334 36,4 36,1 41,7 44,3
Maritima 16,0 16,6 16,9 17,6 18,1 19,3
Acuicultura total 47,3 49,9 52,9 55,7 59,9 63,6
Produccién pesquera mundial total 137,3 140,2 142,6 145,33 148,5 154,0
UTILIZACION

Consumo humano 1143 117,3 119,7 123,6 128,3 130,8
Usos no alimentarios 23,0 23,0 22,9 21,8 20,2 23,2
Poblacion (miles de millones) 6,6 6,7 6,7 6,8 6,9 7,0
Suministro de peces comestibles per 17,4 17,6 17,8 18,1 18,6 18,8
capita (Kg)

Nota: No se contabilizan las plantas acuéticas. Las cantidades totales pueden no coincidir debido

al redondeo. Las cifras para 2011 son célculos provisionales.

Fuente, FAO, 2012

En 2009, el pescado representd el 16,6% del aporte de proteinas animales de la
poblacion mundial y el 6,5% de todas las proteinas consumidas, siendo considerado
como una fuente valiosa de proteinas y nutrientes esenciales para tener una nutricién
equilibrada y buena salud (FAO, 2012).

1.2. Situacion actual de la Pescay la Acuicultura en Colombia

Teniendo en cuenta las caracteristicas geograficas de Colombia y su incidencia sobre
el desarrollo de la acuicultura se puede afirmar que el pais cuenta con condiciones
muy favorables para este tipo de actividades, Colombia esta clasificado como un pais
mega-diverso, junto con otros 16 paises del Mundo. Dentro del PIB agropecuario, la
participacion de las actividades pesqueras y acuicolas es relativamente baja ya que a
pesar de la gran diversidad de especies, las actividades pesqueras y acuicolas

aprovechan los recursos de manera muy limitada. Es asi como en la pesca solo se
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explotan 126 familias de peces de agua dulce (entre pescado para consumo y peces
ornamentales), mientras que en piscicultura solo se explotan 2 especies Piaractus
brachypomus y Prochilodus spp), aunque se ha experimentado con unas otras como
Brycon spp y algunos bagres en Huila y en Meta, asi como con Arawana spp, como
pez ornamental (MADR — INCODER, 2011) (Tabla 2).

Aunque la pesca y la acuicultura siguen siendo actividades de bajo impacto en el
sector agropecuario, la actividad pesquera tiene gran trascendencia en las zonas
donde se desarrolla y es tal vez la actividad que mas aporta a la seguridad alimentaria
del pais (Rojas et al., 2012).

Tabla 2. Biodiversidad de la pesca y la Acuicultura en Colombia.

Biodiversidad de la pescay acuicultura en Colombia

Pesca y acuicultura comerciales y artesanales”

Pescado consumo Peces Crustaceos Moluscos y
Cuenca o Litoral Agua dulce  Agua salada ornamentales otros
(solo agua
dulce)
Amazonas 10 24
Atrato 9
Magdalena 20
Orinoco 19 53
Mar caribe(*) 21
Pacifico 24
Sinu 8
Total especies (**) 66 45 60 9 8

" No. de especies.
(*) Incluye la Ciénaga Grande de Santa Marta
(**) El total de especies realmente explotadas es menor que la suma vertical, pues hay especies que se

repiten en las cuencas y litorales.

Fuente: MADR, INCODER, 2011

1.3. Descripcion general de los recursos pesqueros y situacion del sector

Colombia cuenta con tres espacios pesqueros muy amplios y diferentes que son el
Océano Pacifico, el Mar Caribe y las &reas continentales. En la Figura 1, se muestra la
produccion nacional en los dltimos 25 afios, se observa que la pesca ha disminuido,

especialmente en aguas dulces, mientras que la acuicultura se ha incrementado. La
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produccion pesquera total para 2010 fue 128.742 toneladas, de las cuales, la
acuicultura aporto el 55.09% (MADR- INCODER, 2011).

Produccidn pesquera en Colombia 1985 - 2010
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Figura 1. Producciéon Pesquera en Colombia 1985-2010. Fuente: MADR- INCODER,
2011.

En cuanto a la produccion pesquera nacional en el afio 2010, el aporte de las capturas
en el Océano Pacifico representd el 59% de la produccion total y se estima que en
esta region hay alrededor de 13.000 pescadores artesanales; las capturas en el mar
Caribe tuvieron una participacion del 6%, contando la regién con cerca de 3.500
pescadores artesanales. Sin embargo, partiendo del supuesto que para el afio 2010 la
pesca industrial fue muy reducida, se tiene que para el Pacifico la productividad media
por pescador artesanal seria de 2.62 toneladas afio, mientras que en el Caribe apenas
alcanza a 0.99 Toneladas afio (MADR- INCODER, 2011).

La tendencia de crecimiento de la acuicultura en el periodo 1985 a 2010 es muy alta
representando el 20.44% anual promedio y pasa de 572 toneladas en 1985 a cerca
de 73000 en 2010 mostrando menor crecimiento que otros paises de Latinoamérica,
supera la tasa media del crecimiento del resto del sector agropecuario y del conjunto

total de la economia nacional (Figura 2).

La pesca marina en Colombia se caracteriza por el tamafio comparativamente
pequefio de stocks comercialmente importantes en sus aguas jurisdiccionales, que
contrasta con una alta diversidad de especies tipica de zonas tropicales. Ademas, la

gestiéon en el manejo, la administracion y el fomento de la pesca se ha limitado en los
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altimos 10 afios por cambios frecuentes en la institucionalidad del sector, que ha
llevado a un poca representatividad del sector, poco control de la actividad y una
deficiente recopilacién de informacion estadistica pesquera y acuicola. (Rojas et al.,
2012).

La principal relacion o interaccion entre la pesca y la acuicultura en Colombia se ha
dado a través de programas de repoblamiento en cuerpos de agua realizados por
entidades publicas, que han tratado de aumentar la oferta pesquera en aguas
continentales, para aumentar la seguridad alimentaria y la calidad de vida de los
pescadores (MADR- INCODER, 2011).

Evolucién Histérica de la Acuicultura en Colombia 1985 - 2010
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Figura 2. Evolucion Histérica de la Acuicultura en Colombia 1985-2010. Fuente: MADR-
INCODER, 2011.

1.4. Situacién Actual del Pargo en Colombia como especie comercial

Las especies de la familia Lutjanidae constituyen un importante recurso pesquero
alrededor de las zonas marinas tropicales en el mundo y son explotadas
intensivamente por su excelente calidad y valor comercial (Landinez - Garcia, et al.,
2009).

Considerando la importancia de buscar alternativas econémicas y productivas en la
acuicultura surge la iniciativa de tener un acercamiento con la piscicultura marina,
siendo el pargo lunarejo Lutjanus guttatus y el pargo amarillo Lutjanus argentiventris
especies con mayor potencial acuicola. Estos son considerados especies de

importancia comercial por ser recursos de extraccion por los pescadores artesanales
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en varias zonas del pacifico colombiano, para el sustento diario, por lo tanto toda
actividad investigativa alrededor de la conservacion y repoblamiento de la especie es

importante para el bienestar de la poblacion.

En cuanto a los desembarcos de Lutjanus guttatus durante el 2010, se observa que
Buenaventura es el principal puerto de la region Pacifico para los desembarcos, con
una participacion del 58% en la pesca artesanal y un 87% en la actividad industrial. El
producto se comercializa por kilos y el precio varia de acuerdo al tamafio; La
produccion tiene como destino las ciudades de Medellin, Quibdé, Cali, Bogota y
Armenia (CCl, 2011) (Figura 3).

a) pesca artesanal
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Figura 3. Distribucién porcentual de los desembarcos de pargo lunarejo en el Pacifico
colombiano durante el afio 2010. a.) Pesca artesanal, b.) Pesca industrial. Fuente. CCI, 2011.

En el afio 2010, se desembarcaron 241.006 kg de pargo lunarejo Lutjanus guttatus,
registrdndose un incremento del 8%, al contrastar los desembarcos reportados
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durante el 2009 (221.660 kg). Durante el 2010 se desembarcaron 84.411kg de pargo
lunarejo en la pesca industrial y 156.595 kg en la pesca artesanal, lo cual muestra una
tendencia de aumento en la captura de esta especie (CCl, 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Capturas anuales (kg) desembarcadas en la pesca industrial y artesanal de pargo
lunarejo Lutjanus guttatus en el Pacifico colombiano para el periodo 2007 - 2009. Fuente. CCl,
2011.

En cuanto a los datos acerca de desembarcos y captura de Lutjanus argentiventris en
el Pacifico Colombiano, en sus principales puertos no se encuentra informacién
disponible a la fecha, avalada por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural y el
Sistema de Informacién de Pesca y Acuicultura.
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2. JUSTIFICACION

Estas dos especies de pargo son consideradas de importancia comercial por ser un
recurso de extraccion por pescadores artesanales e industriales, por lo tanto, toda
actividad pesquera deberia estar planificada sobre un esquema de administracion
para mantener el rendimiento Optimo de los recursos, basado en estudios
poblacionales, programas de repoblacion, asi como también transferencia de
tecnologia y de conocimientos para desarrollar sistemas productivos de las especies.

Es por ello que se evallan estudios genéticos que ayuden a identificar si las especies
de pargo Lutjanus guttaus y Lutjanus argentiventris de la zona pacifica colombiana
correspondiente a Bahia Tumaco, Bahia Malaga y Bahia Solano, pueden tener
comportamientos poblacionales similares y poder plantear politicas de repoblamiento

ylo explotacién adecuadas.

Dado que el pargo es una especie demersal, la identificacibn y caracterizacion
genética de grupos de peces localmente adaptados y diferenciados, es fundamental
para preservar la variacion genotipica en poblaciones naturales, asi como para
detectar, en algunos casos oculta, la diferenciacién adaptativa en respuesta a la

heterogeneidad ambiental (Carvalho y Hauser, 1995).
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3. HIPOTESIS

Hoy en dia se usan datos moleculares para establecer hipotesis de relaciones
filogenéticas entre organismos, para estimar la variaciéon dentro de las poblaciones y
probar hipétesis de adaptaciones ecolégicas. Los cuales pueden proveer de
informacioén adecuada para sustentar y probar hip6tesis evolutivas. Por lo tanto:

e Existe alta variacidbn genética en las especies Lutjanus guttatus y Lutjanus
argentiventris  del Pacifico Colombiano correspondientes a Bahia Tumaco,

Bahia Malaga y Bahia Solano.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Estimar la variabilidad genética de dos especies de Pargo Lutjanus guttatus y
Lutjanus argentiventris en la zona Pacifica de Colombia a través del estudio del

ADN mediante técnica Microsatélite, RAMSs.

4.2. Obijetivos especificos

e Evaluar la aplicabilidad de la técnica RAMs ( Random Amplified Microsatellites)
en la estimacion de la variabilidad genética de dos especies de pargo del

pacifico colombiano.

e Estimar la Variabilidad genética entre individuos de la especies Lutjanus
guttatus de tres zonas del Pacifico Colombiano (Bahia Tumaco, Bahia Malaga y
Bahia Solano).

e Estimar la Variabilidad genética entre individuos de la especies Lutjanus
argentiventris de tres zonas del Pacifico Colombiano (Bahia Tumaco, Bahia

Méalaga y Bahia Solano).
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5. MARCO TEORICO

5.1. Distribuciéon y Habitats

La familia Lutjanidae tiene distribucion cincuntropical que coincide estrechamente con
la de los arrecifes coralinos, estd compuesta por 17 géneros, y 103 especies. El
género Lutjanus se encuentra compuesto por 65 especies de las cuales 39 se
distribuyen en el Indopacifico, 9 en el pacifico Americano, 12 en el Atlantico Occidental
y 5 en el Atlantico Americano (Véasquez, 2005). Segun Claro y Lindeman (2004), los
pargos se originaron en la regién Indo-Pacifico, donde se encuentran la mayor
cantidad de géneros, y diversidad de especies. Su distribucion va desde Carolina del
Norte, hasta el sur de Brasil, incluyendo Bermudas, el Caribe y Golfo de México;
habitando zonas de numerosas y extensas areas de sustrato rocoso en la plataforma

continental y zonas de aguas calidas debido a la influencia de la Corriente del Golfo.

La amplia distribucion de la mayoria de las especies en casi todas las islas y
plataformas continentales evidencia la gran capacidad de dispersion y adaptacién de
estas especies (Claro y Lindeman, 2004). Las cuales generalmente realizan
migraciones ontogénicas a través de la plataforma. Con el crecimiento, los peces que
se asientan en aguas someras se mueven hacia los arrecifes exteriores y durante el
desove los adultos nadan a veces decenas de kilometros para llegar hasta el mismo

borde de la plataforma (Lindeman et al., 2000).

Generalmente todas las especies de la familia Lutjanidae se concentran cerca del
fondo (rocas, grietas, monticulos, etc.), sobre fondos areno-fangosos o pedregosos, en
pronunciado declive, aunque en pocos casos también se les encuentra en fondos
blandos (Cervigon et al., 1992).

La mayoria de las especies del género Lutjanus son tipicamente marinas pero algunas
pueden entrar en aguas salobres o hipersalinas, especialmente durante su etapa
juvenil; en conjunto se clasifican como demersales, aunque algunos tienen habitos
peldgicos. Muchas se concentran alrededor de los refugios artificiales, por lo que estas

estructuras han sido utilizadas ampliamente para la pesca (Claro y Lindeman, 2004).

La dependencia por su habitat se ve comprometida por las diferentes presiones
antropicas de los ecosistemas, sobre todo por el aumento de la poblacion, el
crecimiento de la frontera industrial y turistica en zonas costeras, la contaminacion, la
sobrepesca y la muerte de juveniles por pesca de camarones, entre otros. La

correspondencia de éstas altera su ciclo natural, en cuanto a sobrevivencia, migracion
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de juveniles a zonas mas profundas y tasas de reclutamiento. Lo anterior puede
afectar la conservacion de la especie por la dependencia alimentaria del pargo por
grupos que también son de consumo humano (ej. camarones, jaibas, esquilas etc.),
ya que éstos son el alimento esencial para juveniles y adultos jovenes. Pudiendo
causar migraciones, conllevando a la extincion de poblaciones locales (Rojas et al.,
2004).

Lutjanus guttatus se distribuye a través del Golfo de California hasta el Perd, siendo
mas comun en las zonas costeras de la parte central y baja del Golfo de California que
en la parte alta del mismo. Se encuentra frecuentemente a profundidades de 4.6 a 12
metros, en general vive solitario o en pequefios grupos, ocasionalmente forma
grandes cardumenes, principalmente habita fondos rocosos a una profundidad
maxima de 30m, aunque pueden encontrarse en arrecifes y zonas arenosas. Los
juveniles se concentran en aguas someras y bahias protegidas, esteros y algunas
veces en aguas dulces. La mayor actividad de esta especie es desplegada en las

horas de la noche, durante el dia se refugian entre las rocas (Ocampo y Rubio, 1989).

En el Pacifico Colombiano, Lutjanus guttatus, es una especie ampliamente distribuida
la cual tiene gran importancia comercial a nivel regional y posibilidades de exportacion,
asi como condiciones favorables para su cultivo. Ademas su mantenimiento en
cautiverio se puede realizar sin menores dificultades, por tanto es una alternativa
viable para el cultivo en jaulas y piscinas (Gamboa y Valverde, 2005).

Lutjanus guttatus se ha reportado en Isla Gorgona (Muelle, Playa Blanca), Ensenada
de Tumaco, Bahia de Guapi, Punta Coco, Golfo de Tortugas, Bahia de Buenaventura
(Punta Soldado, Limones), Bahia Malaga (Curichichi, La Muerte), a profundidades de
0.9 a 3.6 m (Rubio, 1988). La especie es generalmente capturada en los arrastres de
la flota camaronera, flota semiindustrial y por los pescadores artesanales, utilizando

para ello trasmallos, chinchorros y atajos (Rubio, 1988).

En cuanto a Lutjanus argentiventris, los animales adultos habitan arrecifes rocosos y
coralinos costeros, cerca de cuevas y cavidades de hasta 60 m de profundidad,
aungue es posible encontrarlo asociado a muelles, y desechos; esta especie eurihalina
incluso llega a estar en aguas dulces. Durante el dia se encuentra formando pequefas
agregaciones, mientras que en la noche permanecen solitarios resguardandose en

cuevas 0 grietas. Sus actividades diurnas incluyen el cortejo, siendo mas evidente
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durante los meses de invierno. Los juveniles aparecen al final de la primavera y se

localizan regularmente en sistemas lagunares-estuarinos (Fisher et al., 1995).

Lutianus  argentiventris se puede encontrar por la costa Pacifico hasta Bahia
Magdalena y el Golfo de California, ademas de localizarse en las Islas Galapagos y
Cocos (Véasquez, 2005). En Colombia presenta una distribucion espacial dentro y fuera
de la zona marina del Parque Nacional Natural Gorgona, especialmente en las zonas
norte y sur de la isla (Santamaria—Miranda et al., 2005).

En la zona sur del pacifico colombiano la época de pesca del pargo se ha ubicado
tradicionalmente entre mayo-julio, la cual se reconoce como de mayores capturas, lo
gque hace suponer que tiene un patron de migracion desde y hacia la zona (Rojas et
al., 2004).

5.2. Taxonomia de Lutjanus gutattus y Lutjanus argentiventris

Tomando como referencia a Nelson (1994) la ubicacién taxonémica completa de
Lutjanus gutattus y Lutjanus argentiventris es:

Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Superclase: Gnathostomata
Clase: Actinopterygii
Division: Teleostei
Subdivision: Euteleostei
Superorden: Acanthopterygii
Serie: Percomorpha
Orden: Perciformes
Suborden: Percoidei
Superfamilia: Percoidea
Familia: Lutjanidae

Subfamilia:  Lutjaninae

Genero: Lutjanus
Especie: L. gutattus (Cuvier, 1828) y
Especie: L. argentiventris (Peters, 1869)
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El pargo lunarejo Lutjanus guttatus presenta una coloracion que varia de rosado a
amarillento, con lineas doradas o amarillentas en los flancos colocadas en posicion
oblicua. La caracteristica mas notable es la presencia de una mancha negra debajo de
la aleta dorsal, entre la 8a espina y el 3er radio blando. Sus aletas pélvicas y la anal
son de color amarillento. Presenta un preopérculo con escotadura y tubérculo poco
acentuados; dientes vomerianos. Aleta dorsal con 10 espinas y 12 o 13 radios blandos
aleta anal con 3 espinas y 8 radios; aletra pectoral con 17 radios. Se puede encontrar

a tallas maximas de 80cm de longitud total (Baldetti, 1999).

Figura 5. Ejemplar adulto de pargo lunarejo, Lutjanus guttatus. Fuente: Gamboa y Valverde,
2005.

El color amarillo del Lutjanus argentiventris es una caracteristica que distingue a éstos
animales, en estadio adulto presenta una coloracién rosacea —rojiza en la porcién
anterior, llegando a ser anaranjado brillante o amarillo en la mayor parte del cuerpo.
Los jovenes poseen una linea azul cielo por debajo del ojo, la cual se fracciona en
manchas conforme el pez alcanza la madurez; llegando a desaparecer por completo

con la edad (Vasquez, 2005).

Posee el perfil anterior de la cabeza muy empinado, hocico algo puntiagudo y
preoperculo con escotadura. Las aletas generalmente son amarillas o naranja; la aleta
dorsal presenta 10 espinas y 14 radios blandos, aleta anal con 3 espinas y 8 radios; la
aleta caudal ligeramente bifurcada; 5-6 hileras de escamas entre la linea lateral
paralelas con ella. Presentan dientes conicos o coniformes generalmente enfrente de
la mandibula y dientes vomerianos triangulares con una extensién media posterior.

Alcanza una talla maxima de 66 cm en total (Baldetti, 1999).
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Figura 6. Ejemplar adulto de pargo amarillo, Lutjanus argentiventris. Fuente:
http//www.discoverlife.org

5.3. Alimentacioén

Los pargos son depredadores carnivoros, oportunistas y eurifagos, que se encuentran
en la zona bentonica a lo largo de los tropicos y sub-tropicos del mundo consumiendo
una gran variedad de presas como cangrejos, camarones, variedad de invertebrados,
como moluscos, poliquetos y otros (Castillo et al., 2007).

En los estbmagos de varias especies han sido encontrados de 80 a 120 taxa, muchos
de ellos a nivel de familia o género. Sin embargo, en condiciones especificas del
habitat en que predominan determinadas presas, los pargos pueden tener un espectro
alimentario mas estrecho. La mayoria de las especies tienen habitos nocturnos, pero
aquellas de mayor talla, frecuentemente también se alimentan en horas del dia (Claro
y Lindeman, 2004).

Dentro de las formas plancténicas del contenido estomacal se incluyen copépodos,
eufacidos y larvas de otros organismos no identificados. Con respecto a los moluscos,
se reportan gasterépodos pelagicos (pter6podos y heter6podos) y urocordados
pelagicos. Los pargos se consideran completamente carnivoros y en su dieta
claramente domina el alimento animal. Sin embargo, en algunas ocasiones se ha
reportado material vegetal en su tracto digestivo. Varios autores sugieren que este es

ingerido accidentalmente al capturar su alimento rutinario (Gamboa y Valverde, 2005).

En las especies estudiadas del género Lutjanus se han observado cambios
ontogénicos en la composicion del alimento: las post-larvas y juveniles tempranos se
alimentan de zooplancton (incluyendo larvas de peces). A partir del asentamiento se
alimentan principalmente de pequefios invertebrados bénticos, preferentemente de

crustaceos y moluscos (Rojas et al., 2004).
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En muchas especies de pargos se han observado notables variaciones estacionales
en la utilizaciébn del alimento, relacionadas con las condiciones ambientales y la
estructura del habitat por ejemplo; después del desove y coincidiendo con
temperaturas altas del verano, aumenta la intensidad de alimentacion, lo cual favorece

el crecimiento durante ese periodo de vida (Rojas et al., 2004).

Utilizando como indicadores indirectos de la intensidad de alimentacion el indice de
replecion gastrica y el porcentaje de peces con alimento en el estbmago, se ha
observado que durante las agregaciones de desove masivo, disminuye notablemente
la intensidad de alimentacion; aunque solo decrece en los pocos dias que dura el

desove, y en los momentos en que los peces estan agrupados en pequefas areas.

En el estado de Sinaloa, México se analiz6 el espectro alimenticio de Lutjanus
argentiventris, el cual, estuvo compuesto por 13 presas pertenecientes principalmente
a tres grandes grupos taxondémicos: crustaceos, peces y moluscos. Existiendo una
variacién estacional en el consumo de las presas segun las épocas del afo: los
camarones entre Enero y Febrero; Sarninops entre abril y mayo y los crustaceos en

Julio y Septiembre (Santamaria-Miranda et al., 2005).

Rojas M. et al. (2004), En un estudio realizado en Los Cébanos y Puerto La Libertad,
El Salvador para Lutjanus guttatus, encontré6 que éste presenta un amplio espectro
alimentario, considerando como una especie depredadora oportunista benténico
carnivoro y polifago, con preferencia hacia el consumo de crustaceos (seis familias, 11
especies), durante todo el afio y en menor grado alterna su alimentacién con peces
(dos familias, dos géneros y dos especies) y ocasionalmente moluscos (Cefalopoda y
Bivalvia). Encontrando ademas cambios ontogénicos notables en la alimentacion ya
que los juveniles (15.8-22.0 cm) consumieron casi exclusivamente crustaceos. Con el
crecimiento se increment6 la proporcién de peces en su dieta, llegando los adultos a

ser icti6fagos exclusivos.

Saucedo (2000), analizé el contenido estomacal de individuos de Lutjanus guttatus en
la costa de Jalisco y Colima, México, encontrando 30 componentes alimentarios
pertenecientes a peces, crustdceos, moluscos y anélidos. Ademéas encontrd
variaciones en el espectro alimentario, en el mes de julio los organismos mas
abundantes fueron los camarones, en noviembre los peces y en diciembre camarones

y otros crustaceos y en mayo predominaron los peces.
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Rojas-Herrera y Chiappa-Carrara (2002), describen a Lujanus guttatus como una
especie depredadora generalista y facultativa, debido a que en el estudio realizado en
la Costa de Guerrero, México la mayor parte de su dieta estuvo compuesta por peces
en especial de las familias Engraulidae y Clupeidae. El segundo grupo en importancia
estuvo representado por los Crustaceos; que constituyeron el componente alimenticio
de los Juveniles, y en algunos casos por Moluscos y Poliguetos, ingeridos de forma
casual. Durante la etapa adulta, esta especie consume mayor cantidad de peces.

Por su parte, Vasquez (2005), considera a Lutjanus argentiventris como un depredador
selectivo ya que mediante un estudio en la bahia de la Paz, México, para determinar el
espectro tréfico y posibles variaciones de la dieta en funcién de la talla y el sexo
identific6 65 tipos de presa, de los cuales 29 fueron crustadceos, 22 peces, 1
cefaldpodo, 1 Poliqueto y material vegetal. En ambos sexos la dieta principal fueron
los huevos de Lenguado, mientras que durante la época fria lo fue Herengula thrissina;
y para el caso de los juveniles las presas de mayor importancia fueron Upogebia

pugettensis y camarones.

Diversos estudios realizados en especies del genero Lutjanus han demostrado que los
cambios en los patrones alimentarios pueden ser resultado de varios aspectos, entre
ellos la abundancia del recurso presa, cambios ontogénicos, oferta alimentaria
disponible, migraciones espaciales (desde el manglar hacia el pélagos) y
desplazamientos batimétricos. Como no existen antecedentes que sefialen los
balances energéticos comprometidos en la busqueda de alimento, se asume que la
estrategia de los pargos es compensar con peces y moluscos la energia que

facilmente conseguia consumiendo crustaceos (Rojas et al., 2004).

5.4. Reproduccion

A la familia Lutjanidae se clasifica como organismos gonocéricos con dimorfismo
sexual poco aparente. Altamente fecundos llegando a producir 5-7x 10° évulos por
hembra (Vasquez, 2005).

Segun Grimes (1987), la madurez sexual en los pargos ocurre generalmente cuando
alcanzan tallas equivalentes al 35-50% del largo maximo en la poblacién. Sin
embargo, tales cifras estan sesgadas por el método de analisis. Muchos autores

emplean la talla minima encontrada, la cual es muy variable en cada especie y puede
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no representar la poblacion. Al utilizar la talla media de madurez, se observa que es
mas de 50% de la talla méxima en la mayoria de las especies.

Grimes (1987) y Claro y Lindeman (2004) reportan dos modelos estacionales de
reproduccion: 1) Poblaciones continentales y especies que desovan durante el verano
(desovadores porcionales restringidos) y 2) Poblaciones insulares y especies que se
reproducen a lo largo de todo el afio, con pulsos durante la primavera y la época de

lluvia.

Las poblaciones que habitan en ambientes relativamente ricos maduran a tallas
menores, en relacion con su largo maximo, que aquellas que viven en un medio mas
pobre. Otra hipotesis para explicar el efecto del habitat sobre la talla de maduracion es
que la seleccion favorece a los peces grandes de las islas debido a que el costo
fisiol6gico del desove prolongado durante casi todo el afio es mayor que en los
reproductores con un periodo mas corto de desove, como ocurre en las poblaciones

continentales (Claro y Lindeman, 2004).

Generalmente los sitios de desove de los pargos se localizan cerca del talud de la
plataforma, en areas de complejo relieve, donde el sistema de circulacion permite la
dispersion de las larvas y su posterior regreso a las aguas someras. La mayoria de las
especies de Lutjanidae forman agregaciones de desove transitorias, generalmente
estas especies realizan largas migraciones desde las aguas interiores de la plataforma

hacia el borde de ésta (Figura 5).

Migracion
Planctonica

Vi A ), B L _=~ Apguas
F Ky & 1 .
; Asentamiento & {— @ N Oceanicas
L] ] i "y
1 i i . .
g A i = SRR 1 e e F! ~. Dispersion
EE it et e LSt

EW i "Miﬁral:iunesdedesmre‘ , - ™, A

Manglares ' y - * S
& Areas de cria, L#;M_#E— w

£

Cresta
Arrecifal

B L
—"

. ; Desove-._ =
Pastos Merinos £ 4

Pendiente arrecifal \igrggacmn &S

: \

Talud !_

5

Figura 7. Esquema del ciclo reproductivo de los pargos. Fuente: Claro y Lindeman, 2004.
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Los pargos producen huevos pelédgicos (+0.8 mm diametro) con un glébulo de aceite;
después de la fertilizacion, el vitelo es absorbido en aproximadamente dos dias,
después de los cuales comienza la alimentacion activa. La etapa larval transcurre
generalmente en aguas oceanicas o cerca la plataforma, principalmente entre 10 y
50 m de profundidad. Muchos autores han argumentado que la dispersion de larvas
desde los sitios de desove es un factor esencial para el mantenimiento de las
poblaciones en otros sitios a gran distancia corriente abajo (Claro y Lindeman, 2004).

En casi todas las especies de Lutjanidae el desove ocurre durante el crepusculo o la
noche, y generalmente asociado a alguna fase de la luna y con las mareas altas.
(Claro y Lindeman, 2004). Existiendo la posibilidad de que algunas especies de
Lutjanus puedan demorar su metamorfosis y asentarse en areas costeras solo cuando
encuentran condiciones favorables de régimen hidrolégico y fases de la luna.
Especificamente, ello incluiria la existencia de vientos y corrientes de marea hacia la

costa asociadas con la luna nueva (Doherty, 1991).

La tasa de crecimiento demersal es alta y puede alcanzar 1 mm por dia. Los pargos si
presentan pequefias diferencias morfolégicas y ecoldgicas, asociadas con el momento

del asentamiento y con los estadios de los juveniles tempranos (Castillo et al., 2007).

A pesar de su importancia comercial, poco se sabe acerca de la biologia reproductiva
de Lutjanus guttatus. Diversos autores han reportado estudios en los cuales se
observa las diferencias en cuanto a tallas de madurez sexual y picos reproductivos en

la Tablas 3y 4 se resumen algunos.

Rojas (1997) reporta que en el Golfo de Nicoya, Costa Rica, presenta un prolongado
periodo de desove, con dos picos principales, uno en el mes de abril y otro mas en el
mes de octubre. Se cree que cuando el Lutjanus guttatus alcanza tallas entre 20 y 24
cm de longitud estandar (tallas poco frecuentes en zonas estuarinas) e inicia una
migracion mar afuera para su reproduccion, la cual posiblemente comienza en el mes
de julio. El desove se extiende durante los meses de septiembre a noviembre y se
puede catalogar como sincronico, lo cual sugiere una sola época de desove en el afio

gue podria coincidir con picos de fuerte pluviosidad.
También se ha reportado la edad de madurez sexual de Lutjanus guttatus cuando

alcanza valores similares de 29 cm de longitud en Colima y México (Sarabia- Méndez
et al., 2010) y Rojas (1997) de 31.5 cm en el golfo de Nicoya, Costa Rica. La
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longevidad determinada esta en 13.5 afios y se propone una talla minima de captura
de 45 cm.

Cruz-Romero et al. (1991), determinaron dos picos reproductivos para esta especie en
el estado de Colima, México, uno durante la época de lluvias que coincide con la
presencia de temperaturas altas (julio-noviembre) y otro mas corto de febrero a abril.

Arellano- Martinez et al. (2001), encontraron en los organismos de Lutjanus guttatus
que recolectaron desde febrero de 1993 a diciembre de 1994 una proporcién de sexos
poblacional fue de 1M:0.96H y no se observaron diferencia significativa (P<0,05) de la
proporcion esperada de 1:1. Las goénadas se analizaron histolégicamente y se
describieron las fases de desarrollo gonadal. L. guttatus presento un desarrollo
asincronico de las gobnadas y se considera un desovador parcial. La actividad
reproductiva estuvo presente todo el afio aunque con dos periodos reproductivos
principales (marzo-abril y agosto-noviembre) representados por altos porcentajes de

gbnadas categorizadas como maduras y en desove.

El pargo amarillo Lutjanus argentiventris es una especie gonocérica con una
proporcion de sexos de 1:0:9 (H:M) en Baja California Sur, la etapa de desoves
multiples ocurre a finales de junio y en los primeros dias de noviembre. El intervalo de
peso para la fecundidad en las hembras de 540 a 639 g (entre 26 y 28 cm
aproximadamente) es de 1.000 a 15.725 huevos por hembra, con un porcentaje de
eclosion del 83.26% (Vasquez, 2005).

Dado su amplio rango de distribucién en el Pacifico oriental, es posible que la especie
adopte diferentes estrategias reproductivas, de acuerdo con la zona en que se
encuentre. Asi, la estrategia de un periodo reproductivo prolongado en Colombia le
permite  mayor éxito en la reproduccion de acuerdo con las condiciones
medioambientales del Pacifico colombiano, mientras que en México las temporadas
demarcadas de reproduccién van mas acorde con las condiciones medioambientales

de esas latitudes (Rojas et al., 2004).

Las dos especies del género Lutjanus han sido estudiadas en el Parque Nacional
Natural Gorgona en Colombia por varios autores los cuales reportan diferencias en
cuanto a su talla de madurez sexual y picos reproductivos por ejemplo en el afio 1999;
Zorrilla evalué los aspectos reproductivos de algunos peces demersales encontrando

que para L guttatus la madurez sexual se obtuvo entre 40-44 cm de longitud total y los
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picos entre noviembre, diciembre y marzo, para L. argentiventris encontré que la
madurez estuvo cuando alcanzaron 54,5 cm de longitud total y los picos reproductivos
entre junio, agosto y diciembre, reportando ademas que la captura infiere con la
poblacion ya que no se estaria recuperando con respecto a su madurez sexual. Por su
parte en el afio 2003, Pefia evalud los aspectos reproductivos y la ecologia tréfica de
las especies encontrando que la talla de madurez sexual fue de 46,5 para L. guttatus
y 50,7 para L. argentiventris y los picos reproductivos de abril, julio, septiembre y
noviembre y agosto, octubre y diciembre respectivamente. Planteando igualmente que
la actividad pesquera en la costa pacifica colombiana est4 afectando la disponibilidad

de recursos afectando el equilibrio de las comunidades de peces.

Cuando alcanzan tallas de 18-24 cm de longitud total los individuos comienzan a
migrara mar afuera para su reproduccion, esto se corrobora por diversos autores
quienes sugieren que las especies del genero Lutjanus requieren para su
reproduccién temperaturas y salinidad superior a la de los sistemas estuarinos y el

fotoperiodo también influye en la maduracion de las gbénadas (Zorrilla, 1999).

Tabla 3. Periodos de reproduccién para L. guttatus, y L. argentiventris reportado por varios
autores.

Periodo de reproduccion Sitio Referencia

Junio —Julio y Septiembre — Jalisco, México Cruz —Romero et al
Octubre (2006)
Marzo — Abril y Julio - Colima, México Cruz Romero et al (1991)
Noviembre

L. guttatus Mayo — Junio y Noviembre a Colima, México Cruz — Romero y Espino
Enero — Barr (2006)
Abril y Agosto Michoacan, Mexico Sarabia Méndez et al,

2010
Marzo y septiembre Golfo de Nicoya, Costa Soto Rojas, et al (2009)
Rica

Abril y Agosto — Diciembre Guerrero, México Arellano et al (2001)
Nov- Dic- Marzo Colombia Zorrilla (1999)
Abril — Julio — Sept —Nov Colombia Pefia (2003)
Junio — Agost- Diciembre Colombia Zorrilla (1999)

L. argentiventris Mayo a Diciembre Colombia Rojas et al. (2004)
Agosto- Octubre — Diciembre Colombia Pefia (2003)
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Tabla 4. Talla a la cual se alcanza la madurez sexual en varias localidades del Océano
pacifico.

Especie Relacién Edad de Lugar Referencia
macho/ madurez
hembra sexual (cm)
L. guttatus -- 17-18 Colima, Mex Cruz —Romero et al. (1991
33 Costa Rica Rojas (1997)
1:1 18-26 Golfo de Nicoya, Soto Rojas et al. (2009)
Costa Rica
1: 0.96 18-36 Guerrero, Mex Arellano- Martinez (2001)
30,6 Michoacan, Mex Sarabia Méndez et al
(2010)
1:1 25 Guatemala Baldetti (1999)
1:1 40-44 PNNG (Colombia) Zorrilla (1999)
1:1,2 46,5 PNNG (Colombia) Pefia (2003)
L. argentiventris 19-20 Colima, Mex Cruz —Romero et al. (1991)
25 El salvador Funes y Matal (1989)
1:1,2 51,5 Colombia Rojas et al. (2004)
1:1 35 Guatemala Baldetti (1999)
1:11 54,5 PNNG (Colombia) Zorilla (1999)
1:1 50,7 PNNG (Colombia) Pefia (2003)

5.5. Crecimiento

Diversos autores han evaluado el crecimiento de las especies de pargo L. guttatus y L.
argentiventris principalmente en Golfo de Nicoya Costa Rica (Soto-Rojas et al., 2009)
México (Sarabia-Méndez et al., 2010; Castillo et al., 2007) y el Golfo de California
(Gonzalez—Ochoa et al., 2009; Maldonado-Garcia et al., 2012) basandose en el
modelo de Von Bertalanffy para describir el crecimiento de los peces, ya que
suministra informacién sobre la forma de crecimiento de los peces en términos de
longitud mediante la siguiente ecuacién: L, = L. (1-e**"), en la cual L, es la longitud
del pez al tiempo o edad t, L= es la longitud maxima que podria alcanzar el pez, k es
la tasa intrinseca de crecimiento o constante catabdlica, t es la edad y t, es la edad
tedrica en que el pez tenia longitud cero, considerando un crecimiento de acuerdo a la
ecuacion (Rojas, 2001).

Vale la pena resaltar que K es el factor de condicion es decir el estado fisiologico del
pez, que esta condicionado por la interaccion de factores bibticos y abidticos y las
variaciones en ese estado pueden ser explicadas a través de éste factor de condicion.

Ademas indica las condiciones alimentarias recientes y varia durante el ciclo de
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madurez sexual de un pez, elimina el efecto del ovario y refleja el verdadero estado
fisiolégico del pez durante el periodo de desove (Zorrilla, 1999).

Se expresa de la siguiente manera:

K = Pt
Lt x 100

La comparacién de las relaciones longitud- peso de una misma especie en diferentes
zonas de estudio pone de manifiesto diferencias notables. Sin embargo se coincide en
afirmar que la familia Lutjanidae presenta altas longevidades y crecimiento lento.
(Soto-Rojas et al., 2009), por ello al comparar los parametros poblacionales entre
investigadores surgen divergencias que se relacionan con variaciones de tiempo y
espacio propias de las poblaciones de cada especie. En la tabla 5 se obtienen valores
comparativos de parametros de crecimiento para L. guttatus reportados por Soto-
Rojas et al. (2009) y Sarabia-Méndez et al. (2010).

Tabla 5. Parametros de crecimiento de Lutjanus guttatus en el pacifico mexicano. Soto-Rojas et
al. (2009) y Sarabia- Méndez et al. (2010)

Autor L _(cm) Factor de Sitio
condicién
k(afios)
Cruz y Chavez (1993) 64 0,19
Vargas (1998) 67 0,3
Andrade (2003) 66,4 0,13
Fishbase (2007) 64,2 0,19
Soto Rojas et al. (2009) 65,9 0,13 Golfo de Nicoya,
Costa Rica

Amezcua et al. (2006) 66,19 0,13 Golfo de California
Espino- Barr et al. (1996) 80,0 0,26 Colima
Cruz—Romero et al .(1991) 64,0 0.19 Colima
Ruiz-Luna et al. (1985) 74,0 0,19 Michoacén
Rojas- Herrera (2001) 68,4 0,13 Guerrero
Sarabia—Méndez et al 62,0 0,22 Michoacéan

(2010)

37



En cuanto a Lutjanus argentiventris, son pocos los trabajos realizados en esta
especie. Vasquez, (2005); reporta un crecimiento longitudinal asintético para
L. argentiventris, con una longitud maxima de 685 mm; peso maximo de 6,68 g; tasa
de crecimiento anual de 0.15 afio, Una longevidad de hasta 19 afios; talla minima de
maduracion 190 a 200 mm.

Rojas et al. (2004), al realizar un estudio acerca de la dindmica poblacion de esta
especie en el Parque Nacional de Gorgona, encontr6 que la estimacion de los
parametros de crecimiento en machos fueron L. (LT) = 970 mm, K = 0,27 afio-1, t, = -
0,53 afios, y en hembras L. (LT) =980 mm, K = 0,29 afio-1, t, = -0,49; no presentando
diferencias significativas al realizar el estudio comparando los fenédmenos de la nifia y
del nifio para la época de estudio, ademas reportan un crecimiento mayor de esta
especie al compararla con estudios realizados en México . Difieren estos resultados de

los encontrados por Torres (1996) en Bahia Solano donde reporta 270-360 mm L..

Rubio et al. (2001) reporta una tasa de crecimiento en L. argentiventris criado en jaulas
flotantes en Buenaventura entre 0.56 y 0.74 g y tasas maximas de crecimiento que
fluctuaron entre 1y 1.6 g/dia, las supervivencias para la especie fluctuaron entre 80-

100%; siendo maxima la supervivencia a las mayores densidades ensayadas.

Maldonado—Garcia et al. (2012), reporta un Optimo crecimiento y eficiencia en la
utilizacion de dietas con niveles de proteina del 55%, en fases de desarrollo

tempranas, ya que los peces era juveniles de 18g.
Las diferencias en la talla promedio de captura en diferentes lugares y a diferentes

profundidades es un argumento mas que apoya la eventual distribucion batimétrica por

tallas de esta especie (Rojas et al., 2004).
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Tabla 6. Comparacién de los parametros de crecimiento en estudios realizados sobre L.
argentiventris (Rojas et al., 2004).

Autor L (mm) Factor de Lugar
condicion
k(afos)
Cruz — Romero et al. (1996) 685 -802 0.16 Colima,
Mexico
Torres (1996) 720 0.15 Colombia
Rojas et al. (2004) 970 0.20 Colombia

5.6. Areade estudio, Zona Pacifica Colombiana

El Pacifico colombiano comprende de norte a sur las areas de los departamentos de
Chocd, Valle del Cauca, Cauca y Narifio. Tiene una longitud de linea de costa de
1392km aproximadamente y se extiende desde punta Ardita en las fronteras con
Panama (7°17'N y77°52"W) hasta bahia Ancén de Sardinas en inmediaciones de la
desembocadura del rio Mataje en los limites con el Ecuador (1°28'N y 78° 46°W)

(Narvaez y Severiche, 2010).

El Pacifico Colombiano es un territorio de suma importancia por ser una de las zonas
mas ricas del planeta en diversidad de recursos naturales. Geomorfoldégicamente, se
encuentra dividido en dos grandes zonas: a partir de Cabo corrientes, en Choco, hacia
el Norte se extiende una gran zona de acantilados, dominadas en su mayoria por las
estribaciones de la Serrania del Baud6. Al sur de cabo Corrientes el paisaje es bajo,
con extensas llanuras intermareales, planicies aluviales, deltas e islas barreras,
interrumpido en las bahias de Malaga, Buenaventura y norte de Tumaco por colinas y

terrazas altas (Narvaez y Severiche, 2010).

La regién es una de las zonas mas lluviosas y humedas del planeta debido a la
influencia de la Zona de Convergencia Intertropical (ZCIT) y otros factores de caracter
regional y local. Se destacan tres zonas de comportamientos caracteristicos: zona

norte, ubicada entre Punta Ardita y la poblacion de Pizarro en el departamento del
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Choco, zona central, hasta Punta del Coco en el Cauca y zona sur, de este punto
hasta los limites de Cabo Manglares en el departamento de Narifio. El potencial
hidrico de la vertiente del Pacifico es una fuente de riqueza natural, siendo abundante
en fauna marina y fluvial, con variedad de peces, moluscos y crustaceos, lo que ha
incrementado la actividad pesquera en la region que por lo general es de tipo artesanal
(Narvaez y Severiche, 2010).

Sin embargo, la presencia de fenébmenos como EI Nifio, el viento superficial del oeste,
conocido localmente como “Chorro del Chocé”, o locales, condicionados por el relieve,
vegetacion, la latitud y la altitud, ademas de las corrientes marinas, causan variaciones
importantes que modifican las condiciones del comportamiento climatico (Narvaez y
Severiche, 2010).

Esta zona esti clasificada como calida, con temperaturas entre 27 y 29°C, un
promedio anual de 25.7°C y fluctuaciones extremas entre 19 y 32°C. En la zona norte
los registros de temperatura oscilan entre 20.6°C y 32.6°C, mientras que en la zona
central la temperatura promedio es de 27°C y en la zona sur de 25.7°C (Tejada et al.,
2003; Posada et al., 2009).

En la costa Pacifica colombiana los vientos Alisios del Sureste se recurvan por efecto
de la fuerza de Coriolis y se convierten en vientos Ecuatoriales del Oeste ¢ Alisios del
Oeste (Tejada et al., 2003). Entre enero y abril, cuando la ZCIT se dirige hacia el norte,
los vientos son débiles, con un rango de 0.3 y 3 m/s. De mayo a septiembre, cuando la
ZCIT ejerce su maxima influencia la intensidad del viento aumenta, alcanzando valores
promedio de 6 m/s. El regreso de la ZCIT hacia el sur, al final de afio, implica de nuevo

condiciones de calma con vientos débiles.

La distribucién espacial del brillo solar anual indica tres horas al dia promedio, que va
desde las 7:00 a 10:00 horas. En tanto que los valores de humedad relativa son muy
similares en toda la costa pacifica con promedios de 85.63 % en la zona norte y de
86.41 % al sur (Posada et al., 2009).

5.6.1. Bahia Tumaco

La bahia de Tumaco, se constituye como la mayor entrante del litoral nacional, entre
las latitudes 1°45’ y 2°00’N y las longitudes 78°30’ y 78°45 O, comprendiendo un area

aproximadamente de 350 km?, con profundidades que varian entre 0 y 50 m. Se divide
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en dos regiones claramente diferenciadas: una de tipo oceénico (noroeste de la linea
imaginaria entre Bocagrande e Isla del Gallo), donde las profundidades son superiores
a los 40 m, y una interna, de tipo somero, cuya batimetria exhibe mediciones de 1 a
10m. Esta limitada en la parte oeste por el Océano Pacifico; al este por el continente
en sectores conocidos como Llanaje, Soleda, la Chorrera; por el norte con la Isla del
Gallo y Salahonda; y por el Sur con las islas Tumaco y Bocagrande. La marea influye
en la variacion de la concentracion de diferentes parametros fisicoquimicos y
biolégicos, por lo que se considera un factor determinante de la calidad de agua para
la bahia de Tumaco. Durante la marea baja, el rango de temperatura esta entre 26.5-
28.8°C. La salinidad superficial de la bahia de Tumaco registro el menor valor
promedio en septiembre (25.47) y el mayor en octubre (28.91) (Velasco y Rodriguez,
2010).

5.6.2. Bahia Malaga

Se encuentra ubicada en la porcidbn media de la costa Pacifica colombiana y, de
acuerdo a sus caracteristicas bioclimaticas pertenece a la categoria de bosque muy
himedo tropical (bmh-T). La Bahia de Malaga se halla ubicada entre los 3° 58’ y 4° 05’
de latitud Norte y los 77° 19’ y 77° 21’ de longitud Oeste. Tiene un area total de 126
Km?, correspondientes al espejo de agua, y un area de influencia estimada en 200.000
Ha. El area de influencia tiene como limites el rio San Juan al Norte, al Este la
carretera de acceso a la Base Naval de Bahia Malaga, al Sur la costa del Istmo de
Pichid6 y al Oeste las 12 millas del Mar Territorial. Administrativamente Bahia Malaga
pertenece al Municipio de Buenaventura, en el Departamento del Valle del Cauca,
Colombia (PNN, 2009). Bahia Malaga presenta variabilidad fisicoquimica: la
temperatura del agua superficial oscila entre 26,6 °C y 29,7 °C; y la salinidad, entre 1,3
y 30, como consecuencia de los aportes de agua dulce que recibe por quebradas de
caudal relativamente bajo (La Sierpe y Los Agujeros). La humedad relativa de la region
es aproximadamente de 90 % y las precipitaciones son abundantes y oscilan entre los
5.000-7.000 mm al afio (Betancour- Portela, et al., 2011).

En correspondencia con esta gran riqueza ecosistémica, Bahia Malaga alberga una
inmensa diversidad de especies de fauna y flora, continental y marina, siendo un
refugio para una gran variedad de especies (PNN, 2009). La salinidad del agua en la
region del borde exterior, es inferior a la de las zonas centrales de la bahia en los

periodos de lluvia. Aparentemente las aguas del rio San Juan, que desemboca
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algunos kilébmetros al norte, son retenidas por las aguas de la marea ascendente y se
dirigen hacia el sur pegadas a la costa alcanzando y penetrando ligeramente a la zona
central de la bahia (Cantera, 1991). Esta masa de agua puede observarse como una
pluma turbia que desciende desde una de las desembocaduras del rio San Juan y que
entra a la bahia hasta la zona conocida como el estero de los Agujeros.

5.6.3. Bahia Solano

Bahia Solano esté4 situada en la parte norte del litoral Pacifico, en Latitud 06°14' 00"
Norte y Longitud 77°24'00" Oeste. El puerto de Bahia Solano se encuentra a 2 metros
aproximadamente sobre el nivel del mar, tiene un area de 1.667 kilometros cuadrados
y una poblacion de 7.000 habitantes. La amplitud de marea es de hasta 3.46 metros y
prevalecen los vientos del norte. Las condiciones climéaticas de la zona estan
determinadas fundamentalmente por la Zona de Convergencia Intertropical (ZCIT). La
faja intertropical de bajas presiones en donde confluyen durante todo el afio los
vientos Alisios del nordeste y sureste llamada ZCIT genera dos periodos de
precipitacion (Abril Junio y Septiembre- Noviembre). El régimen de la precipitacién
para el municipio de Bahia Solano, est4 directamente influenciado por la zona de
convergencia intertropical (ZCIT), la cual a su vez puede sufrir intensificaciones o
atenuaciones en su efecto por el factor orogréfico. Este fenbmeno se pone de
manifiesto por el efecto de las corrientes himedas procedentes del océano,
constituyéndose por lo tanto en una de las regiones mas hiumedas de Colombia. Los
totales anuales de precipitacibn normalmente superan los 5.000 mm anuales. El
promedio anual de temperatura es de 26.3°C. La humedad relativa media en general
se mantiene por encima del 85%, tanto en el periodo de mayor lluviosidad como en el

de menor precipitacion (IIAP, 2005).

El nimero de horas de brillo solar se haya influenciado en la zona en gran medida por
la precipitacion en los diferentes meses del afio. Los valores oscilan entre 52 y 100
horas mensuales, presentando al mes de noviembre como el mas bajo y el mes de

febrero como el mas alto (I1AP, 2005).
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5.7. Variabilidad genética

El uso de métodos genéticos moleculares aportan nueva informacion concerniente a la
estructura genética de especies, dando lugar al surgimiento de métodos conceptuales
y operacionales en campos que van desde la estimacion de filogenia a nivel de

especies hasta el estudio de patrones en la estructura genética (Slatkin, 1994).

La estructura genética refleja el nimero de alelos intercambiados entre poblaciones, y
este intercambio de genes homogeniza las frecuencias alélicas entre ellas,
determinando los efectos relativos de la seleccion y de la deriva genética. El alto flujo
de genes descarta una adaptacion local y por lo tanto también impide los procesos de
especiacion, entonces, si la cantidad de genes cambiados es bastante grande entre
subpoblaciones, ellos forman una unidad panmictica, es decir totalmente al azar. Por
otro lado, el alto flujo de genes genera nuevo polimorfismo en las poblaciones, e
incrementa el tamafo efectivo de la poblacion, por esta razén se opone a la deriva
genética, generando una nueva combinacion de genes sobre las cuales la seleccion

puede potencialmente actuar (Balloux, 2002).

En afos recientes, los métodos de genética molecular han sido ampliamente usados
para estimar la diversidad genética en las poblaciones, y determinar la estructura
genética dentro y entre especies. Comprender el patron de variacion genético de la

especie, significa evaluar los genotipos de diferentes individuos (Slatkin, 1994).

El uso de métodos moleculares para definir unidades biolégicas se basa en el
supuesto de que una unidad se encuentra aislada reproductivamente de otras por lo
menos parcialmente por lo que las diferencias genéticas se acumulan entre ellas por
procesos histéricos y contemporaneos (deriva génica, seleccion natural, flujo genético
influenciados por factores bidticos y abioticos. Estas diferencias genéticas hacen de
cada unidad un componente importante en la evolucion de la especie Mediante la
determinacion genética de unidades dentro de una especie se han dado avances

importantes en su conservacion y manejo (Sandoval-Castillo, 2000).
Las técnicas moleculares se han convertido en un valioso instrumento para determinar

la diversidad genética de las poblaciones (Pineda et al., 2006). El uso de éstas ha

permitido evaluar aspectos genéticos de las especies, algunas en peligro de extincion,
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como la variacion genética de poblaciones disminuidas geograficamente, la existencia
del flujo génico entre poblaciones, la estructura genética y la definicion de unidades
génicas para la conservacion. Con ese objetivo se han analizado técnicas genéticas
particularmente la reaccion en cadena de la polimerasa PCR y la secuenciacion de
ADN en estudios poblacionales vy filogenéticos; también el ADN mitocondrial, los loci
isoenzimaticos, los microsatélites o repeticiones cortas en tandem (STR), los
polimorfismos de amplificacion al azar (RAPD), de longitud (AFLP) y de restriccion
(RFLP) (Lamprea et al., 2004).

La aplicacion del analisis de microsatélites en peces, ha permitido establecer la
relacién genética intra e inter especifica entre poblaciones, mapeo genémico, pruebas
de parentesco y realizar inferencias sobre un apropiado manejo de individuos en

cautiverio dentro de los programas de seleccion artificial (O"Connell y Wright 2006).

La disminucion de la variabilidad genética en las piscicolas es comin debido al
inadecuado manejo reproductivo, intensificando su efecto de forma que el componente
genético se va homogenizando (Pineda-Santis et al., 2007), siendo posible encontrar
problemas de adaptabilidad y supervivencia en progenies usadas para la produccion
como para programas de repoblamiento (Lopera-Barrero et al., 2008). En lotes en
cautiverio se atribuyen los problemas de disminucién de la variabilidad a la utilizacion
de pocos reproductores y al cruzamiento de individuos emparentados (Wasko et al.,
2004).

Cuando existe una alta diferenciacion genética entre los peces liberados de programas
de repoblamiento, y entre las poblaciones nativas, como resultado del repoblamiento,
se pueden perder importantes genes asociados con factores de adaptacién a las
condiciones ambientales locales (Povh et al., 2006). Un ejemplo de esto fue el
encontrado por Almeida et al., (2003) y Leuzzi et al., (2004), al comparar poblaciones
de peces de una mismas especie separadas geograficamente en un rio de Brasil, y

reportando la existencia de variabilidad genética entre poblaciones.

5.7.1. Conservacién de la diversidad genética

La introduccién de peces en los rios es una practica comun. Entretanto, los peces
migratorios son muy prolificos lo que limita la utilizacion de un gran ndamero de

reproductores. Lo cual puede promover un efecto cuello de botella, reduciendo la
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variabilidad genética. Por tanto, las introducciones de peces de forma irracional, aun
cuando realizadas con las mejores intenciones, pueden provocar una reduccién de la
variabilidad genética. Consecuentemente, esta reduccion puede conducir a la pérdida
de resistencia a enfermedades y de la capacidad de adaptacion a nuevos ambientes
(Povh et al., 2008).

Las introducciones de peces de forma no planeada pueden provocar una reduccion de
la variabilidad genética, por manejo genético y reproductivo inadecuado, y pueden
provocar erosion genética en las poblaciones naturales receptoras de alevinos
liberados. Asi, con el propésito de implementar un programa de conservacion
eficiente, se debe considerar la preservacion genética de las poblaciones de peces
nativos, para lo cual es importante obtener una identificacion y caracterizacion de
procedimientos genéticos y reproductivos utilizados en lotes de esta especie, cuando

orientados a la repoblacion (Rodriguez—Rodriguez, et al., 2010).

La reproduccion de un gran ndmero de peces no garantiza que su descendencia
posea alta variabilidad. Es comun que en la formacion de las parejas de reproductores
sean utilizados peces de la propia piscicola. Esto puede favorecer el cruzamiento
entre reproductores emparentados genéticamente (endogamia), aumentando la
homocigosis y reduciendo la variabilidad genética (Moreira et al., 2003). La seleccion
casual (no intencionada) de los peces para la reproduccion también es un factor que
puede reducir la variabilidad genética en las generaciones siguientes (Povh et al.,
2006).

La reduccion de la variabilidad genética puede promover mayor sensibilidad a las
variaciones ambientales y eventualmente puede provocar la extinciébn de una especie
(Lopera-Barrero et al., 2008). Ademas, puede afectar el crecimiento y la reproduccion.
Por tanto, la mantencion de la variabilidad genética tiene gran importancia para la
conservaciéon de las especies (Barroso et al., 2005) y es necesaria para que los
individuos enfrenten positivamente las variaciones ambientales y consigan su

completo desarrollo (Povh et al., 2006).

El cruzamiento de peces de la poblacién nativa con peces liberados al ambiente en
programas de repoblamiento puede promover la pérdida de importantes genes para la
adaptacion local (Vasemagi et al., 2005). Esto se debe a que las poblaciones de una
determinada especie tienen un conjunto de genes que les permite adaptarse al medio

en que se encuentran. Asi, cuando una poblacion local es abastecida con individuos
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criados en cautiverio, que no son originarios del habitat de la poblacion nativa, se
pueden reducir o perder los genes asociados a la supervivencia (Almeida et al., 2003).
Por lo tanto, para rehabilitar poblaciones reducidas es necesario mantener la
variabilidad genética de la poblacion nativa, aspecto que se debe considerar al
momento de liberar peces al ambiente a través de programas de repoblamiento (Povh
et al., 2006).

La identificacién y caracterizacion genética de grupos de peces localmente adaptados
y diferenciados, es fundamental para preservar la variaciébn genotipica en poblaciones
naturales, asi como para detectar, en algunos casos oculta, la diferenciacién
adaptativa en respuesta a la heterogeneidad ambiental a pequefia escala (Carvalho y
Hauser, 1995).

Colombia es considerada como uno de los paises megadiverso, porque en una
extension menor al 1 % de la superficie continental mundial, contiene el 10 % de la
diversidad bioldgica del planeta, incluyendo una alta variedad de especies de peces
marinos y continentales. Durante la practica de la pesca tradicional en los rios
colombianos, un gran numero de especies de peces son capturados
indiscriminadamente sin tener en cuenta el impacto genético en las poblaciones, lo
gue ha conllevado a una fuerte disminucién en un gran nimero de animales de
especies de las principales cuencas hidrograficas (INPA, 2001). Para contrarrestar
esta erosion ictica, se planea recuperar algunas zonas de pesca devastadas mediante
la repoblacion. Si bien se conocen aspectos relevantes sobre la reproduccion,
alimentacioén y cultivo de algunas de estas especies, poco 0 nada se conoce sobre su
composicion genética, lo cual es indispensable para una adecuada intervencién en

cuencas 0 microcuencas.

Es evidente que por el impacto que las especies nativas han sufrido, los lotes de
reproductores de las pisciculturas pueden ser una alternativa para la recuperacion de
las poblaciones de peces. Por lo tanto, el repoblamiento de peces en los rios permite
promover la conservacion de los recursos genéticos especialmente cuando existe

riesgo de extincion (Barroso et al., 2005).

El monitoreo genético es lo ideal en un programa de reproduccién cuya finalidad es la

conservacién genética (ej. repoblamiento). Para esto, los marcadores moleculares son
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una herramienta realista y atil para la investigacion y el monitoreo de la condicién
genética en poblaciones nativas y en lotes mantenidos en cautiverio. En
consecuencia, cualquier accion para recuperar el ambiente debe considerar métodos
cientificos de monitoreo. Con este propdésito, los marcadores moleculares son una de

las metodologias mas adecuadas (Povh et al., 2006).

Las especies de peces de importancia comercial y especialmente aquellas
amenazadas de extincion requieren un monitoreo genético continuo de aquellas
mantenidas en piscicolas y de las poblaciones naturales. La disminucién de la
variabilidad genética puede volver un programa de repoblamiento ineficiente vy
proporcionar impactos genéticos irreversibles en las poblaciones nativas (Povh et al.,
2008) que pueden llegar a la extincion de especies. Segun Lopera—Barrero et al,
(2008) el cruzamiento de individuos genéticamente distintos a aquellos encontrados
en una poblacién natural puede promover la perdida de genes importantes de
adaptabilidad al ambiente, que puede influenciar en la supervivencia de progenies en

el ambiente natural.

Los marcadores genéticos son instrumentos importantes para el estudio de
poblaciones y lotes de peces. El desarrollo de metodologias moleculares ha permitido
el andlisis del genoma y de las variaciones existentes, tanto en regiones que codifican
productos génicos, como en aquellas cuyas funciones alin permanecen desconocidas
(Regitano, 2001).

Entre los marcadores moleculares utilizados para analizar la diversidad genética de
peces, se destacan los marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) y
microsatélite, ambos relacionados a la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction).

5.7.2. Marcadores Moleculares en acuacultura

La acuacultura es una actividad econémica que, en las Ultimas décadas se ha
expandido, intensificado y diversificado, logrando e incluyendo avances tecnol6gicos.
De acuerdo a las estadisticas de la FAO (2011), la contribucion de la acuicultura en el
mercado se ha incrementado y esta rapida expansion la ha colocado dentro de los
sectores productivos de alimentos de origen animal, como una de las ramas con

mayor crecimiento. Debido a su importancia econémica, se ha enfatizado en la

47



necesidad de que el sector acuicola continle desarrollandose y alcance su maximo

potencial en un esquema sustentable y sostenible.

Como todas las industrias, para lograr rentabilidad la acuicultura busca mejorar la
produccidon a menor costo minimizando factores de riesgo, buscando por un lado
optimizar los alimentos y las técnicas para el control de patdgenos ademés de la
selecciébn y el mejoramiento genético para producir organismos con mejores
rendimientos aumentando la resistencia a enfermedades y otros factores (Montafio et
al., 2006).

La identificaciébn de genes relevantes para un fenotipo de interés ha abierto grandes
posibilidades en la biotecnologia acuicola, incluyendo el mejoramiento en las tasas de
crecimiento y mejorando la calidad de los pies de cria. El desarrollo de marcadores
moleculares ha tenido un gran impacto en la genética animal permitiendo un rapido
progreso en trabajos de variabilidad, cruzamiento e identificacion de parentesco de
especies y lineas y construccion de mapas gendmicos de especies acuaticas
(Montaiio et al., 2006).

Actualmente, la busqueda de una mejor respuesta en los caracteres cuantitativos ha
conducido a inadecuadas practicas de hibridacion y en consecuencia a altos niveles
de depresion causados por la endogamia (Kocher, 1997). La pérdida o aumento de la
variabilidad genética en las explotaciones comerciales puede repercutir negativamente
en caracteres productivos y de interés econémico. Algunas practicas de manejo que
se presentan en las piscicolas y que inciden en la diferenciacién y diversidad genética
estan relacionadas con el tamafio efectivo de la poblacién el cual disminuye por

desigualdad en la proporcién sexual.

La diversidad entre organismos es consecuencia de las diferencias en las secuencias
de ADN y de los efectos ambientales. La variacion genética es notable, y cada
individuo de una especie, posee una secuencia de ADN Unica. Las variaciones en el
ADN son mutaciones resultantes de la sustitucion de un solo nucleétido, inserciéon o
delecion de fragmentos de ADN de diversas longitudes (desde uno a varios miles de

nucleotidos), o duplicacién o inversion de fragmentos de ADN (Montafio et al., 2006).
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La informacién sobre la diversidad genética es esencial para optimizar tanto las
estrategias de conservacion de los recursos zoogenéticos como las de utilizacion.
Dado que los recursos para la conservacion son limitados, suele ser necesaria una
priorizacion. Las herramientas moleculares permiten la identificacion de genes
implicados en un conjunto de caracteres, incluyendo los caracteres adaptativos, asi
como los polimorfismos que causan la variacion genética funcional. Existe un conjunto
de marcadores ya disponibles para detectar polimorfismos del ADN nuclear. En los
estudios de diversidad genética, los marcadores mas utilizados son los microsatélites
(Montafio et al., 2006).

5.7.3. Microsatélites Amplificados al Azar, RAMs

Los microsatélites RAMs son regiones de secuencias de ADN pequefas y repetidas,
generalmente de dos a tres nucleétidos, los cuales pueden o no estar asociados con
genes. Dado que la repeticién por si misma no codifica para formar ninguna proteina, y
debido a que las secuencias de ADN repetitivo pueden recombinarse y expandirse
mas frecuentemente que otros tipos de secuencia, estas regiones son a menudo
altamente variables y muy utiles para medir similitudes entre especies o variedades

relacionadas (Morillo y Morillo, 2003).

Los polimorfismos que se observen corresponden a diferencias de longitud
provocadas por un numero distinto de repeticiones. Dependiendo del ADN utilizado
como molde en la amplificacion, los microsatélites son nucleares o de cloroplasto. La
amplificacién de estos elementos exige un conocimiento previo de la secuencia para
poderlos utilizar como cebadores en la amplificacion. Los microsatélites se
corresponden con regiones hipervariables, por lo que presentan un alto grado de
polimorfismo. Estos marcadores permiten realizar estudios individuales entre

poblaciones, mapas genéticos y estudios filogenéticos (Morillo y Morillo, 2003).

Zietkiewics et al. (1994), concibié un novedoso método de medicion de la diversidad
genética en plantas y animales utilizando una técnica que combina el uso de
cebadores que contienen secuencias microsatélites y un extremo 5’ degenerado. Esta
técnica combina los beneficios de los analisis microsatélites con el universal analisis
del RAPD; Hantula et al. (1996), propusieron denominar esta técnica como

microsatélites amplificados aleatoriamente (RAMS). Escogiendo cuatro cebadores
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(GT, ACA, CCA, CGA), disefiados con una longitud de 18 bases incluyendo el extremo
5 degenerado, el cual sirve de anclaje para asegurar la union del cebador al inicio del

microsatélite.

Los RAMs se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Es un método
altamente reproducible y permite la deteccion de polimorfismo en el ADN intra e
interespecifico (Mufioz et al., 2008). Los patrones obtenidos con los RAMS pueden ser
usados para estudios de poblaciones; ésta técnica no requiere la estimacién exacta de
la cantidad de ADN antes de la reaccion, la cual es Util cuando se analizan muchas
muestras de una poblacién y para la identificacion de especies o razas (Bonilla y
Espinosa, 2003).

Los fragmentos de ADN amplificados en la reaccion estdn compuestos por dos
microsatélites que estan lo suficientemente cerca para que el area entre ellos pueda
ser amplificada por PCR (Zietkiewics et al., 1994). Como el rango evolutivo entre los
microsatélites es considerablemente mas alto que en la mayoria de los otros tipos de
ADN habria una gran probabilidad de hallar polimorfismos mediante los RAMS que por
otras técnicas (Bonilla y Espinosa, 2003).

El nimero medio de alelos por poblacion, la Heterocigocidad observada y esperada
(Ho y He), son los parametros mas usuales en la evaluacién de la diversidad
interracial. Los parametros mas simples para evaluar la diversidad interracial son los

indices de diferenciacién genética o de fijaciéon (Mufioz, et al., 2008).

Se han propuesto varios estimadores (Fsr y Gsr), €l mas ampliamente utilizado de los
cuales es Fst, que mide el grado de diferenciacion genética de las subpoblaciones
calculando las varianzas estandarizadas de frecuencias alélicas entre poblaciones. Se
puede calcular la significacion estadistica para los valores de Fst entre pares de
poblaciones (Weir y Cockerham, 1994) para comprobar la hipotesis nula de una falta
de diferenciacién genética entre poblaciones, y por tanto, la division de la diversidad
genética. Puede realizarse un analisis jerarquico de la varianza molecular (AMOVA)
(Excoffier et al., 1992) para evaluar la distribucién de diversidad dentro y entre grupos
de razas.

Los datos genéticos moleculares, complementados por datos de otras fuentes, como
la evidencia arqueoldgica y los registros escritos, proporcionan informacion util sobre

los origenes, movimientos posteriores y cambios de la diversidad genética en las
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especies (Mufioz, et al., 2008). El analisis combinado de los datos de microsatélites
obtenidos en estudios separados es muy deseable, pero rara vez ha resultado posible.
Ello se debe a que la mayoria de estudios de genética poblacional que usan
marcadores de ADN se limitan a un pequefio nUmero de razas, a menudo de un Unico

pais (Bonilla y Espinosa, 2003).

La aplicacion de sistemas distintos de genotipificacion causa variacion entre estudios
respecto al tamafio estimado de alelos en los mismos loci. Para promover el uso de
marcadores comunes, la FAO propone ahora una lista actualizada y jerarquizada de
loci de microsatélites para las especies agropecuarias mas importantes. La FAO
recomienda el uso de marcadores en el mismo orden jerarquico, para maximizar el
namero de marcadores que se utilizan en las investigaciones. Se ha encontrado gran
abundancia de este tipo de marcadores en todas las especies estudiadas; en peces se
ha estimado uno de ellos cada 10 Kb. Ademas se han encontrado repartidos en todo el
genoma, tanto en regiones codificantes, regiones intrénicas como en secuencias fuera
de los genes. La mayoria de los microsatélites son de tamafio relativamente pequefio,
partiendo de algunos pocos repetidos hasta algunos cientos. Se ha observado que los
microsatélites formados por un nimero mayor de repeticiones se relacionan con un
mayor polimorfismo (Liu y Cordes, 2004).

En investigacion acuicola los microsatélites ya han sido utilizados para estudios de
mapas genéticos, asignacion de paternidades y estudios de genética de poblaciones
(Liu y Cordes, 2004).

5.7.4. Resultados de estudios de variabilidad genética en acuicultura

En acuicultura, la mayor parte de los trabajos se han enfocado hacia la evaluacion de
poblaciones cautivas y en menor cantidad se han realizado trabajos que evaltan la
variabilidad genética a lo largo de varias generaciones empleando en ambos casos

diferentes marcadores genéticos.

El salmén y la trucha son especies importantes para la acuicultura comercial, como
alimento, atractivo turistico y deportivo. Ademas, el genoma del salmén Salmo salar
estd siendo utilizado como un modelo para estudiar el proceso evolutivo por

duplicacion de genes (Force et al, 1999). Por su parte, la trucha arcoiris
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Oncorhynchus mykiss ha sido estudiada desde el punto de vista biomédico
principalmente en carcinogénesis, toxicologia e inmunologia comparada (Thorgaard et
al., 2002).

Empleando AFLP se han construido mapas génicos del salmén Atlantico y estan
buscando los genes que confieren resistencia a la anemia del salmén, un avance que
incrementard el rendimiento en el cultivo de esta especie. Ademas, se ha utilizado
AFLP para el andlisis de impacto ecolégico en trucha arco iris, detectando
biomarcadores de impacto de téxicos y otros agentes antropogénicos (Bagley et al.,
2001).

La Tilapia es una de las especies cuyo consumo ha ido aumentando rapidamente y
donde la acuicultura tiene gran participacion al proveer la mayor parte. En esta especie
la técnica de AFLP se ha utilizado para la construccién de mapas génicos de tilapia del
Nilo Oreochromis niloticus (Kocher et al., 1998) y para la busqueda de QTLs de
tolerancia al frio y ganancia de peso corporal en hibridos (Moen et al., 2004). También
han sido utiles para monitorear cruzas entre diferentes especies con intencion de
obtener una tilapia mejorada, con mayor tolerancia al frio y a la salinidad (Agresti et al.,
2000)

Utilizando la técnica RAPDs, Torres et al. (2004), en Oreochromis spp procedente de
diferentes piscicolas del Valle del cauca, evaluaron ocho cebadores, presentando un
polimorfismo que estuvo en el rango de 68.3 a 73.3% lo cual permitié discriminar las
poblaciones de Oreochromis spp. En cuanto a la Heterocigocidad esperada los niveles
encontrados para las poblaciones de Oreochromis spp estuvieron entre 0.19 y 0.25; y
para el valor de Gst fue de 0.22. Encontrando un alto grado de diferenciacion en las
poblaciones, es decir que en las piscicolas evaluadas existen diferencias en la
estructura genética originada por el manejo genético y condiciones ambientales de la

especie.

El Bagre es el pez cultivado de mayor consumo en EEUU. Actualmente se realizan
estudios con bagre de canal Ictalurus punctatus utilizando AFLP para analizar la
diversidad genética en stocks de organismos domesticados, obtencion de la huella
genética como criterio para seleccion de pies de cria y manejo para futuros andlisis de

interaccion entre poblaciones de bagre domesticados y salvajes (Mickett et al., 2003).
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Los marcadores AFLP también se han utilizado para construccion del mapa génico y
analisis genético del bagre de canal y del bagre azul.

Ferndndez—Calienes et al. (2003), Amplificaron al azar el ADN de 10 individuos de 5
poblaciones de Rivulus colectados en la region occidental de Cuba ya que este
género es de gran interés para el control de las larvas de mosquitos. Evaluaron 5
cebadores de los cuales no resulté ningin marcador monomorfico, lo que evidencio
una alta variabilidad genética entre los peces de las 5 poblaciones. Segun la distancia
genética entre los individuos, se forman 4 grupos, para cada uno de los cuales
aparecen marcadores genéticos de RAPD que son especificos, porque no se
evidencian en el resto de los individuos. Estos resultados apoyan la utilizacion del
RAPD como una herramienta eficiente para la caracterizacién genética de poblaciones
de peces del género Rivulus al ser capaz de detectar diferencias intraespecie e
interespecie.

Pineda et al. (2006), determinaron el polimorfismo de cuatro microsatélites en
individuos de Piaractus brachypomus provenientes directamente del medio natural, en
el rio Meta. Encontrando que la diversidad genética entre las especies de peces es
muy alta, sugiriendo que los individuos son aptos para el cruzamiento, para
programas de conservacion y para el mejoramiento genético ya que conservan parte

de su acervo genético original.

Lopera-Barrero et al. (2008), evaluaron seis lotes de peces usados en programas de
repoblamiento, para estimar la variabilidad genética mediante el marcador molecular
RAPD. Los peces analizados fueron Leporinus elongatus, Piaractus mesopotamicus y
Prochilodus lineatus) en tres estaciones piscicolas, ubicadas Parana, Brasil. Los
valores de variabilidad genética estimados por el porcentaje de fragmentos
polimorficos y por el indice de diversidad de Shannon mostraron una alta variabilidad
genética entre los lotes de L. elongatus y P. lineatus, debido posiblemente al efecto
fundador y al manejo reproductivo adoptado en cada piscicola. Se determiné que
existio baja diferenciacion genética entre los lotes de P. mesopotamicus. Los
resultados de este estudio fueron claves para determinar el manejo reproductivo y
genético de los lotes de cada piscicola y la orientacibn de programas de
repoblamiento, permitiendo la conservacion de la variabilidad genética, de gran

importancia en ambientes en cautiverio.
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5.7.5. Estudios de variabilidad genética realizados especies del género

Lutjanus

Para las especies del genero Lutjanus se han realizado diversos estudios para
conocer parametros reproductivos y de crecimiento mas que de la diversidad genética,
para ello han trabajado con microsatelites en especies como L. argentimaculatus,
L. campechanus, L. synagris, L.peru, etc.

Los principales andlisis se han centrado, en la caracterizacibn de marcadores, que
posteriormente se utilizaran para evaluar la diversidad genética existente en las
poblaciones naturales y de piscifactoria, asi como para el desarrollo y seguimiento de
programas de seleccion de reproductores partiendo de stocks genéticamente

diferenciados.

Sandoval — Castillo (2000), analizo la estructura genética poblacional de L. peru en
Sinaloa, Baja California Sur y Jalisco utilizando la regién control mitocondrial con
técnica de PCR RFLPs. Determinando diversidad haplotipica de 0.9657 y nucleotidica
de 3.23%. Planteando que no hay evidencia de la existencia de una poblacién
reproductivamente asilada entre Sinaloa y Baja California; sin hacer inferencias en la
de Jalisco por el tamafio de muestra ya que fue muy pequefio. Ademas los linajes
dominados por haplotipos encontrados en alguna de las poblaciones y los bajos
valores de divergencia interpoblacionales permitieron suponer que las poblaciones no
se encuentran aisladas y no presentan un alto potencial para ser heterogéneas en un

corto periodo de tiempo evolutivo.

Heist y Gold (2000), analizaron la estructura genética de L. campechanus a partir de
cinco loci polimorficos en tres localidades del Golfo de México y una en la Peninsula
de Yucatan, México; encontrando de 5 a 13 alelos por locus y una Heterocigocidad
esperada que fluctu6é entre 0,143 y 0,779, lo cual indica que las poblaciones de
L. campechanus en el Golfo de México se comportan como una sola Paoblacion.
Ademas no existe relacion entre la divergencia genética y la distancia geografica al
comparar las localidades muestreadas, indicando la ausencia de un significativo
efecto de aislamiento por distancia relativo a la divergencia genética. La aparente falta

de estructura de la poblacional entre L. campechanus del Golfo es consistente con la
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idea de que el flujo génico excluye la divergencia genética, ya que en general esta

especie realiza pocos movimientos especialmente en estado larval.

Rocha-Olivares y Sandoval-Castillo (2003), analizaron la diversidad genética y
estructura de tres poblaciones de Lutjanus peru en las costas de Baja California Sur,
Sinaloa y Jalisco, Mexica; mediante andlisis de fragmentos de restriccion de toda la
region de control mitocondrial. EIl andlisis de Heterocigocidad de las frecuencias
haplotipicas (x*=125.1) no fue significativo y el valor de Fsr 0.0062 tampoco lo fue. El
AMOVA corroboro la ausencia de diferenciacion entre poblaciones peninsulares y
continentales, sugiriendo la accién de mecanismos pasivos de trasporte larvario entre

las poblaciones.

Garber et al. (2004), estudiaron el ADN mitocondrial en regiones del pargo rojo
Lutjanus campechanus desde el Golfo de México y la Costa atlantica de la Florida,
donde se secuenciaron para generar una base genética. La diversidad nucleotipo y
haplotipo estuvo en un rango de 1.8% a 2.5% y 0.94% a 1% respectivamente. La
diversidad en el ADN mitocondrial fue relativamente alta y encontraron una He para el
haplotipo y nucleotidos de 0.95, mas alta al considerarla con otros estudios,
reportando asi que la poblaciéon de pargo rojo en el Golfo de México presenta una
distribucion unimodales caracteristico de la expansion de la poblacion recientemente; y
las muestras de la Costa Atlantica presentaron una distribucién multimodal, sugiriendo

una poblacion mas estable histéricamente.

Zhang et al. (2006), usaron microsatélites aislados para Lutjanus argentimaculatus, en
el este de Asia. El ADN fue extraido de musculo dorsal. Inicialmente alrededor de
200ng de ADN fueron utilizados con Eco Rl y Endonucleasas y la ligacion fue con
adaptadores (Eco RI adaptor), presentando un alto grado de polimorfismo (0.35-0.78)
y una Heterocigosidad esperada por locus de 0.62 a 0.88. Polimorfismo considerable
para esos microsatélites, lo que provee informacién valiosa para estudios de estructura
genética en poblaciones de Lutjanus argentimaculatus y especies filogenéticamente
cercanas pertenecientes a la familia Lutjanidae como: Lutjanus russelli, Lutjanus
erythropterus, Lutjanus sanguineus, Lutjanus lineolatus, Lutjanus malabarius,Lutjanus
johni y Pristipomoides microlepis. Indicando que los cebadores usados en este

estudio son Utiles también para especies de pargo filogenéticamente cercanas.
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Chueng Lo et al. (2006), aislaron nueve microsatélites polimorficos para Lutjanus
erythropterus entre los cuales ocho eran repeticiones de tetranucleétidos, y uno era
CA-microsatélite. El nimero de alelos presentes para 48 individuos estuvo entre 11 —
33. La Heterocigocidad esperada vario desde 0.49- 0.97, con promedio de 0.74 donde
seis de los nueve marcadores conformaron el equilibrio Hardy—Weinberg.
Considerando que el desarrollo de los microsatélites puede ser considerado para
estudios de la estructura poblacional de esta especie.

Renshaw et al. (2007), aislaron y caracterizaron loci microsatélites en especies de
pargo Lutjanus synagris, Lutjanus analis y Ocyurus chrysurus, incluyendo 25
microsatelites codificados nucleares para 32 individuos evaluados; basados en
estudios de las especies evaluadas se tuvieron en cuenta microsatelites que
generaron 25 loci para L. synagris 24 para Ocyurus chrysurus y 21 loci para L. analis.
Las comparaciones por pares de microsatélites para las especies evaluadas no se
apartan significativamente de equilibrio genotipico.

En Colombia son escasos los estudios que involucran aspectos genéticos de las
especies evaluadas (Landinez et al. 2009), los datos obtenidos se basan en aspectos
biol6gicos y reproductivos y pesqueros de especies del género Lutjanus en Colombia,
(Rubio et al. 2001; en Buenaventura) y especialmente en el Parque Nacional de
Gorgona (Suarez, 1999; Zorrilla, 1999; Pefia, 2003, Rojas et al. 2004) existiendo poca
informacion disponible en relaciéon con la diferenciacion de stocks, lo cual es crucial

para la definicion y manejo de las unidades pesqueras en el Pais.

Landinez et al. (2009), Analizaron la estructura genética de Lutjanus synagris en tres
regiones del Caribe Colombiano (Santa Marta, Islas del Rosario y Capurgand), con el
animo de generar informacion que permitiera establecer politicas adecuadas de
manejo pesquero, con la ayuda de secuencias microsatélites que han sido reportadas
para otras especies de la familia Lutjanidae dado que para esta especie no se han
desarrollado cebadores especie-especificos que amplifiquen regiones microsatélites

Encontraron que ocho cebadores de los 14 evaluados fueron polimorficos e
informativos para la especie en estudio. Se encontrd que todos los loci estaban muy
alejados del equilibrio de Hardy-Weinberg debido a una marcada deficiencia de
heterocigotos observada en todas las poblaciones estudiadas. Tanto el andlisis de
varianza molecular (®st en la poblacion total= 0.006, P= 0.022) como el analisis

espacial de varianza molecular mostraron una leve estructuraciébn poblacional
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estadisticamente significativa que separd la poblacion de Capurgana de las demas
regiones sin evidencia de aislamiento por distancia (Prueba de Mantel Rxy = 0.023,
P=0.057). Los resultados sugieren que las condiciones oceanograficas predominantes
en dicha region son determinantes en la estructura genética; ademas se evidenciaron
dos stocks genéticos distintos que deben ser manejados de acuerdo a su estructura
poblacional.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Ubicacion geografica/ Zonas de Muestreo

Las muestras procedian de peces capturados por pescadores artesanales en el afio
2012, en la Zona de Explotacion Economica (EEZ) del Pacifico Colombiano
correspondiente a Bahia Tumaco, Bahia Mélaga y Bahia Solano (Figura 8).

Buenaventura, Valle del Cauca, Colombia‘“
Valle DellCan:s

4

Fechas deimagenes # 2/3,1:?-1 969 ~.(2'41E{_!_;?'51>§1)'9‘-',d il

Figura 8. Mapa de las regiones de muestreo para el estudio de diversidad genética de Lutjanus

guttatus y Lutjanus argentiventris en el Pacifico Colombiano. Fuente: Google Earth, 2012.

6.2. Material experimental

Las muestras analizadas consistian en aproximadamente 5 cm de la aleta dorsal
colectadas en tubos de 50 ml con alcohol al 70% y mantenidas bajo refrigeracion
(4°C). Los tubos se rotularon dependiendo de la especie y zona de muestreo, hasta el
momento de su procesamiento, llegando a un total de 79 muestras, las cuales no
fueron uniformes debido a la disponibilidad de las especies en las zonas de muestreo.
(Tabla 7).

58



Tabla 7. Namero total de muestras por especie y sitio de muestreo.

Especie Bahia Bahia Bahia TOTAL
Tumaco Malaga Solano

Lutjanus guttatus 10 15 14 39

Lutjanus argentiventris 9 16 15 40

Total 19 31 29 79

6.3. Métodos

Los andlisis de las muestras se realizaron en el laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Nacional de Colombia - Sede Palmira. Se estudid la variabilidad genética
de dos especies de Pargos, con amplificacibn por PCR utilizando Marcadores
Moleculares RAMS (Microsatélites Amplificados al azar).

6.3.1. Extraccién de ADN

En el laboratorio, las muestras fueron numeradas, separadas por ubicacién. El ADN
fue extraido a partir de la digestién de la aleta con proteinasa K, con el uso del kit de
extraccion de ADN para sangre y tejido animal DNeasy® Blood y Tissue, Quiagen
(Valencia, California), al cual se le debié hacer estandarizacion de la técnica en cuanto

a volumen de Buffer empleado.

6.3.2. Evaluacion de cantidad y calidad de ADN

Después de la extracciéon, el ADN se almaceno en tubos Eppendorf de 1,5 ml, en
congelador a -4°C, debidamente identificado, se realizé electroforesis en gel de
agarosa a 0,8% corridos en tampén TBE 0.5X (Tris-borato 0045M; EDTA 0.001M) a
80 V durante 45 minutos y tefiidos con bromuro de etidio 1pl, para observar los
resultados de la extraccion del ADN de las muestras. Después de corrido el gel, el
ADN se visualiz6 sometiendo el gel a luz ultravioleta y fotografiandose el material
obtenido.

La cuantificacion del ADN se hizo adicionandose en cada gel el ADN del bacteriéfago
Lambda en concentraciones de 30, 60 y 90 ng/pl. Se realizaron diluciones de todas las

muestras extraidas a una concentracion final de 10 ng/ul (Figura 9).
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Figura 9. ADN total de pargo tefiido con bromuro de etidio. (A30; A60 y A90 Concentraciones
del bacteriéfago Lambda; L1, L2 (L. guttatus Tumaco); L3, L4, L5 (L. guttatus Mélaga); L6, L7 y
L8 ((L. guttatus Solano); Al, A2, A3 (L.argentiventris Tumaco); A4,A5,A6 (L.argentiventris
Malaga); A7, A8, A9 y A10 (L.argentiventris Solano).

6.3.3. Metodologia para marcadores moleculares tipo RAMs

Se realiz6 PCR utilizando la técnica RAMs basada en marcadores microsatélites
utilizando cebadores que contienen 18 nucleétidos. Esta técnica se basa en la
reacciéon de cadena de la polimerasa (PCR), el método es altamente reproducible y
permite la deteccién de polimorfismo intra e inespecificos (Mufioz et al., 2008). Se
evaluaron ocho cebadores para RAMs (Tabla 8), con las condiciones de amplificacién

por PCR descritas por Mufioz et al.,( 2008).

La amplificacion se realizé en un volumen de 25ul y una concentracion de 10 ng de
DNA, 1x de Buffer Taq, 2,5mM de MgCI2, 2mM de cebador, 0,625 U Taq polimerasa,
1,25mM de cada dNTP. Las condiciones de PCR fueron distintas para cada primer en
cuanto a temperaturas de hibridacion. En la tabla 9 se describen las condiciones de

amplificacion de la técnica.
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Tabla 8. Cebadores RAMs. (Mufioz et al., 2008)

Cebador Secuencia

CT DBDCTCTCTCTCTCTCTC
CGA DHBCGACGACGACGACGA
CA DBDACACACACACACACACA
AG HBHAGAGAGAGAGAGAGAG
TG HVHTGTGTGTGTGTGTGT
CCA DDBCCACCACCACCA

GT VHVGTGTGTGTGTG

ACA BDBACAACAACAACAACA

Designacion para sitios degenerados

H(AoToCQC): B(GoToC)
V(GoAoCQC): D(GoA0T)

Tabla 9. Condiciones de amplificacion para RAMs.

CONCENTRACION INICIAL CONCENTRACI VOLUMEN
ON FINAL

1. Buffer de Taq 10x 1x 2.5 ul

2.dNTP’'S 1.25 mM 0.2 Mm 4 ul

3. cebador 50 uM 2 UM 1l

4. MgCL, 25 mM 2,5mM 25ul

5. AND 10 ng/pul 20ng 2ul

6.Taq 5 u/pul 0.625U 0.125 pl

polimerasa

7.H,0 12.9 pl
Volumen final 25 ul

El perfil térmico se establecié de acuerdo al cebador seleccionado (Tabla 10 y 11). Los
productos amplificados se visualizaron en geles de poliacrilamida al 7% (37:1
acrilamida — bisacrilamida) corridos a 160 voltios por una hora y diez minutos y tefiidos
con bromuro de etidio descritos en los protocolos estandar (Sambrook et al., 1989).
Una vez tefidos, los geles se observan en un transiluminador FBTIV-88,
FisherBiotech® y fueron fotografiados con una camara digital Kodak. Los productos de

amplificacion se almacenaron a -20 ° C.
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Tabla 10. Perfil de amplificacibn modificado, utilizado en la técnica Microsatélites RAM.

Recomendado por (Mufioz et al., 2008).

PASOS TEMPERATURA  TIEMPO ETAPAS
(N (MIN.)
1 95 5:00 Desnaturalizacion inicial
2 95 0:30 Desnaturalizacion
3 41-61 0:45 Hibridacién
4 72 2:00 Extension
5 37 veces desde2
6 72 7:00 Extension final

Tabla 11. Temperatura de hibridacion para cebadores RAMs.

TEMPERATURA (°C) PRIMER
50 AG - CA-ACA
55 CCA-TG
58 GT
41 CT
61 CGA

6.4. Anélisis de datos

La informacion de los patrones de bandas obtenidos se registré en una matriz binaria
de presencia (1) o ausencia (0). Para la seleccién de bandas polimorficas se considerd
como locus polimdérfico aquel en el cual la frecuencia del alelo mas comudn fue menor
al 95%. A partir de esta matriz y usando los programas SIMQUAL del paquete NTSYS-
pc (Numerical Taxonomy System for Personal Computer) vy el programa TFPGA
(Tools for Population Genetic Analisys) para obtener los valores de heterocigosidad
esperada y % de loci polimorficos se realizaron los analisis estadisticos (Mufioz, et al.,
2008).

Para el estudio del conjunto de individuos, se tuvo en cuenta la definicion de

similaridad de Nei-Li (1979), también conocida como similaridad de DICE (1945) cuya

féormula es:
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Sij = 2a
(2a+ b + )
Donde:

Sij= Similaridad entre el individuo i y el j.

a = N° de bandas presentes simultaneamente en los individuos i y j.

b = N° de bandas presentes en i y ausentes en j.

¢ = N° de bandas presentes en j y ausentes en i.

El coeficiente de Dice omite la consideracién de pares negativos (0-0) y da doble peso
a los pares positivos (1-1), lo que lo hace util en términos de similaridad del DNA, en la
que la ausencia compartida de una banda no es necesariamente una indicacién de
similaridad entre dos individuos.

El andlisis de agrupamiento se realizé con el programa SAHN de NTSYS —pc (version
2.02, 1998) utilizando UPGMA, método grafico de agrupamiento por parejas, que usa
el promedio aritmético no ponderado. El dendrograma se construy6 con el programa
TREE de NTSYS —pc (versién 2.02, 1998). Para estimar la diversidad genética se
utilizaron los parametros de heterocigocidad promedio esperada (He) y el porcentaje
de loci polimérficos (P), los cuales se estimaron sobre todos los loci y el promedio de

los mismos de acuerdo con la férmula no sesgada de Nei (1973), asi:

H= 1-3f (i)2

f(i): Frecuencia del alelo i en la poblacion.

Para estimar las distancias genéticas entre los grupos se utilizd el coeficiente de
diferenciacion genética (Fst) y cuando es igual o cercano a cero, la heterocigocidad
promedio de todas las subpoblaciones es equivalente a la esperada para el total de la
poblacion, por lo que existe homogeneidad genética. Cuando Fsr tiene un valor
cercano a uno, entonces los efectos de perdida de heterocigocidad debida a la
subdivisién poblacional son equivalentes a los esperados por endogamia dentro de
una localidad (Weir, Cockerham, 1984).

Se realizé un andlisis de varianza molecular utilizando el programa Arlequin version
3.5 (Excoffier, 2011).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.  Amplificacion de ADN

Para los cebadores designados se presenté amplificacion y polimorfismo en las
especies de Lutjanus guttatus (Figura 10) y Lutjanus argentiventris (Figura 11).
Ademas las muestras analizadas haran parte del banco de ADN del Laboratorio de

Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira, con el

propdsito de generar datos que puedan utilizarse en futuras investigaciones.

Fvigura 11. Gel de Poliacrilamida de individuos de Lutjanus argentiventris, cebador AG.

7.2. Caracteristicas de los cebadores

Se utilizaron cuatro de los ocho cebadores RAM por presentar algun grado de
polimorfismo en los 79 individuos de Lutjanus. Los cebadores GT, CA y CGA no
amplificaron en ninguna de las muestras y el cebador TG no amplificé para la mayoria
de las muestras. Los cuatro cebadores utilizados generaron un patron de 61 bandas
para L. guttatus y 47 bandas en L. argentiventris y el nUmero de bandas por cebador
estuvo entre 8 para AG y 20 CCA (Tabla 12 y 13).
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Tabla 12. Cebadores, Heterocigocidad esperada y porcentaje de loci polimérficos para L.

guttatus.
Cebador Bandas Bandas He % Loci
totales polimérficas polimérficos
CCA 20 17 0,31 90,0
AG 11 8 0,25 81,8
ACA 14 12 0,23 78,5
CT 16 15 0,35 93,5
Total 61 52 0.29 86,8

Tabla 13. Cebadores, Heterocigocidad esperada y porcentaje de loci polimérficos para L.

argentiventris.

Cebador Bandas Bandas He % Loci
totales polimérficas polimorficos
CCA 11 10 0,24 81,8
AG 8 5 0,21 62,5
ACA 18 18 0,29 100
CT 10 7 0,25 80,0
Total 47 40 0,26 85,1

Los resultados de este estudio muestran gran polimorfismo, evidenciado en el elevado
promedio de bandas polimoérficas, lo que sugiere que los cuatro cebadores
seleccionados son informativos para especies del género Lutjanus. Lo anterior es
similar a lo encontrado para C. hippurus para los cebadores AG, CCA, CT y CGA,
encontraron un patrén de 99 bandas y el nimero de bandas por cebador estuvo entre
15 para AG y 35 para CGA (Ordofiez et al., 2012).

En trabajos realizados en diversidad genetica de animales mediante la utilizacion de la
tecnica RAM para 35 cerdos criollos se obtuvo un patron de 46 loci polimorficos y el
numero de bandas estuvo entre 13 y 17 para los cebadores CGA, CT y CCA.
(Oslinger et al., 2006); y en pato criollo colombiano para estimar su diversidad
genética, se obtuvieron un total de 116 loci de los cuales 71 eran polimorficos con tres
cebadores RAMSs, para la caracterizacion molecular de 53 individuos (Hernandez et al.,
2007).

De otra parte mediante el estudio de diversidad genética en Tilapia Oreochromis sp,
evaluando 25 cebadores mediante técnica RAPD en cinco piscicolas, se identificaron

109 patrones de bandas siendo algunas especificas o Unicas para peces de cada una
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de las piscicolas evaluadas, variando de 3 a 10 bandas dependiendo del sitio de
muestreo (Torres et al., 2004).

Al comparar el numero de loci RAMs generado por estos estudios y el obtenido por el
presente trabajo (61 y 47 loci) se considera que la técnica empleada es adecuada para
estimar parametros genéticos y evaluar la diversidad genética de especies del género
Lutjanus en el Pacifico Colombiano.

Para obtener los valores de heterocigocidad esperada y % de loci polimorficos se
utilizé el programa TFPGA. La heterocigocidad esperada estima la probabilidad de que
dos alelos extraidos al azar del conjunto de genes de una poblacién sean diferentes.
En las Tabla 12 y 13, se puede observar el valor de heterocigocidad para la poblacién
de pargo lunarejo Lutjanus guttatus que fue de 0,29 y para la poblacion de pargo
amarillo Lutjanus argentiventris fue de 0.26, lo que nos indica una alta diversidad en la
poblacion. Los valores mas bajos los arroja el cebador ACA (0.23) para L. guttatus y
CT (0.21) para L. argentiventris. A su vez, se observa que los valores de polimorfismo
para Lutjanus guttatus y Lutjanus argentiventris fueron de 86.8% y 85.1%

respectivamente.

Al discriminar los valores mas altos de polimorfismo y heterocigocidad por cebadores,
se encontré que para la especie Lutjanus guttatus los cebadores CCA 'y CT tuvieron
valores mas altos de polimorfismo (90% y 93.5%) y de Heterocigocidad (0,31 y 0,35), y
con los cebadores ACA y CCA, polimorfismo (100% y 81.8%) y heterocigocidad (0,29
y 0,24) para Lutjanus argentiventris, permitiendo deducir que estos cebadores fueron
los que méas aportaron a la diversidad y resultan apropiados para su utilizacion en
futuras investigaciones sobre la evaluacion de la diversidad genética y estructura
poblacional de especies pertenecientes al género Lutjanus. encontrando similitudes en
los datos reportados por Zhang et al. (2006) para la especie L. argentimaculatus cuyos
valores altos de polimorfismo y Heterocigocidad proporcionan informacion valiosa para

continuar realizando estudios en especies filogenéticamente cercanas.
En cuanto a los valores mas bajos de Heterocigocidad (He) y Polimorfismo en las

especies el cebador ACA para L. guttatus (0.23 y 78.5%) y el cebador AG para L.

argentiventris (0,21 y 62.5%) fueron los cebadores con menos aporte a la diversidad
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(Figura 12). De manera general hubo correlacion entre He y polimorfismo en los
cebadores evaluados.

Heterocigocidad y Polimorfismo de las especies evaluadas deacuerdo a los
cebadores utilizados.
(gutt): L. guttatus; (ar): L. argentiventris

CT(gutt) 0,94
CT{(ar)
AG(gutt)
AG(AR)
ACA(gutt)
ACA(ar)

CCA (gutt)

CCA (ar)

M Polimorfismo ™ He

Figura 12. Heterocigocidad esperada y % loci polimorficos Lutjanus guttatus (gutt) y

Lutjanus argentiventris (ar).

7.3. Heterocigocidad esperada (He) y porcentaje de loci polimorficos por
zona de muestreo y cebadores utilizados.

Teniendo en cuenta la distribucién geografica de las dos especies se realizé el analisis
de Heterocigocidad esperada y % Loci polimorficos de acuerdo a la zona geogréfica
y cebador utilizado (Tablas 14 y 15).
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Tabla 14. Analisis de Heterocigocidad esperada (He) y % Loci polimorficos por zona

geografica y cebador utilizado para L. guttatus.

Lutjanus guttatus

Heterocigocidad esperada %Loci polimodrficos
Cebador TUMACO MALAGA SOLANO | TUMACO MALAGA SOLANO
CCA 0,18 0,28 0,30 60,0 80,0 90,0
ACA 0,24 0,24 0,24 78,5 71,4 71,4
AG 0,33 0,26 0,13 81,8 81,8 27,0
CcT 0,25 0,40 0,23 75,0 93,7 81,25
Promedio 0,22 0,30 0,24 63,9 81,9 72,13

Tabla 15. Andlisis de Heterocigocidad y % Loci polimérficos por zona geogréfica y

cebador utilizado para L. argentiventris.

Lutjanus argentiventris

Heterocigocidad esperada %Loci polimérficos
Cebador TUMACO MALAGA SOLANO | TUMACO MALAGA SOLANO
CCA 0,11 0,21 0,22 54,5 54,5 54,5
ACA 0,30 0,24 0,16 72,2 66,6 50,0
AG 0,15 0,24 0,16 37,5 62,5 50,0
CcT 0,22 0,22 0,17 60,0 80,0 60,0
Promedio 0,22 0,23 0,18 59,5 65,9 53,1

De manera general, se encontrd correlacién entre Heterocigocidad y polimorfismo en
los cebadores evaluados. Aunque no existen estudios de diversidad genética usando
marcadores moleculares RAMs en especies del género Lutjanus para realizar
comparaciones, diversos autores han usado otros métodos moleculares para evaluar

la diversidad genética en pecesy algunas de la Familia Lutjanidae.

Al comparar los valores de Heterocigocidad y % de Loci Polimérficos de este estudio
con los resultados obtenidos por Ordofiez et al., (2012) evaluando la diversidad
genética del Dorado C. hippurus se encuentra que existe similaridad en relacién con
la Heterocigocidad esperada que fue de 0.22 y el porcentaje de loci polimérficos de
62.6%, reportando que no hay un grado de diferenciaciéon genética significativo, y lo
explican dado la actividad migratoria de la especie influenciada por las condiciones

ambientales. También en la especie Lutjanus russelli en el sur de China (Yu-Song et
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al., 2007), mediante 37 marcadores microsatélites encontraron valores altos de He de
0.41 y Polimorfismo de 95%, con lo cual sugieren que pueden ser usados para
estudios de estructura genética en esta especie.

En Colombia, en el rio Meta, Pineda et al. (2006), realizo un estudio de diversidad
genética con microsatélites para la especie Piaractus brachipomus reportando un
valor promedio de Heterocigocidad esperada de 46.8% vy el polimorfismo entre 0.017 y
0.90. Los resultados muestran que la diversidad genética entre las especies de peces
es muy alta, ya que tan solo con cuatro microsatélites se pudieron identificar alelos

gue no han sido descritos en la especie

En cuanto a los valores de He y % loci polimorficos para L. guttatus y L. argentiventris
de acuerdo a la zona de muestreo, se observa que Bahia Malaga presenta los valores
méas altos (0.30 y 81,9%) y (0.23 y 65,9%) para la totalidad de los cebadores
evaluados (Figura 13).

Heterocigocidad y polimorfismo de los cebadores en las zonas evaluadas.
(gutt): L. guttatus; (Ar): L. argentiventris

Solano (gutt)
Solano(Ar)
Malaga (gutt) 0,82
Malaga (Ar)

Tumaco (gutt)

Tumaco(Ar)

0,9

r

®m polimorfismo ™ He

Figura 13. Heterocigocidad esperada Lutjanus guttatus (gutt) y Lutjanus argentiventris

(ar) en las zonas de estudio.

Se considera entonces a Bahia Malaga como un punto neutral donde coinciden las
dos especies, ya que es el sitio mas cercano a los otros dos por posicion geogréfica
convirtiéendose en un punto intermedio lo que lo hace una zona de alta diversidad

genética ideal para el asentamiento de las poblaciones de Lutjanus.
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La técnica molecular utilizada en este estudio mostro un alto grado de polimorfismo y
sensibilidad para la discriminacion de las especies y zonas evaluadas, lo que sugiere
gue los marcadores moleculares RAMs son Utiles para la evaluacion de la diversidad
genética de especies y poblaciones naturales, ademas, la técnica ha sido reportada
para la caracterizaciobn molecular de especies animales como por ejemplo el cerdo
criollo (Oslinger et al., 2006), en ganado bovino Hartén del valle (Piedrahita et al.,
2003), en cabras (Vinasco et al., 2008) el pato criollo (Hernandez et al., 2007) y
peces (Ordofiez et al., 2012). Sus ventajas incluyen bajo costo, reproducibilidad, no
requiere informacién previa, alto polimorfismo y facil implementacion (Mufioz et al.
2008).

7.4. Coeficiente de diferenciacion genética (Fst)

A partir de las muestras de cada zona se realizo la estimacion del indice de fijacion
(Fst) para verificar la existencia de diferenciacion genética entre las muestras de
peces de acuerdo a cada una de las especies. El valor de encontrado de Fst en este
estudio fue de 0.23 para Lutjanus guttatus y de 0.34 para Lutjanus argentiventris lo
gue indica que existe una alta y gran diferenciacién genética entre las zonas para cada
especie (Tabla 16).

Este valor revelo la alta diferenciacion genética existente entre las zonas de muestreo
para cada una de las especies posiblemente debido a las condiciones oceanogréficas

y a las distancias geograficas entre las zonas.

Tabla 16. Clasificacién de la diferenciacion genética de acuerdo al Fst propuesta por Wright
(1978).

Valores de Fst Grado de Valor Fst de este
diferenciacion Estudio
0-0.05 Poca diferenciacion genética
0.06 - 0.15 Moderada diferenciacion
genética
0.16 - 0.25 Alta diferenciacion genética L. guttatus 0.23
Mayor de 0.25  Gran diferenciacion genética L. argentiventris 0.34
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Otros estudios como Ordofiez et al, (2012) en C. hippurus encontré valores de Fst de
0.084 lo que indica una moderada diferenciacion genética. Rocha Olivares y Sandoval
Castillo, (2003); para L. peru reportaron valores de Fsr de 0,0062 valor que
corresponde a poca diferenciacion genética.

Por su parte Landinez-Garcia et al., (2009) encontraron dos stocks genéticos distintos
con leve estructura poblacional que separé la poblacion de Capurgana, de las
poblaciones de Islas del Rosario y Santa Marta; al evaluar a L. synagris mediante la
adaptacion de marcadores moleculares tipo microsatélite.

Mel6n—Barroso et al., (2005) en Brycon opalinus reporto un Fsr de 0,0432;

considerando para su estudio valores significativos de diferenciacion genética.

7.5. Andlisis descriptivo

Mediante la elaboracion de un dendograma se realizé un analisis descriptivo intra e
interespecie con el coeficiente de Dice Nei-Li (1972), mediante el método de
clasificacion UPGMA. En la figura 15 se observa que a un nivel de similitud de 0,37 se
observan las diferencias por especies de Lutjanus guttatus y Lutjanus argentiventris y
en las figuras 16 y 17 se observan las diferencias intraespecies lo que ratifica la
técnica RAM como apropiada para realizar estudios de diferenciacion genética.
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Figura 15. Dendrograma obtenido con el coeficiente de similitud de Dice.

En los dendogramas se observan diferencias y agrupamiento por zonas geogréficas
para ambas especies, esto debido a las distancias geograficas que separan una zona
de otra. En Lutjanus guttatus dos individuos de Bahia Malaga comparten similitudes
(alelos) con individuos de Bahia Solano (Figura 16), en cuanto a Lutjanus
argentiventris las similitudes estan entre los individuos de Bahia Tumaco y Bahia

Malaga (Figura 17).
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Figura 14. Dendrograma de Lutjanus guttatus obtenido con el coeficiente de similitud de Dice.
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Figura 15. Dendrograma de Lutjanus argentiventris obtenido con el coeficiente de similitud de
Dice.

En varios estudios de diversidad genética especialmente aquellos que trabajan con
diversidad mitocondrial se elaboran arboles filogeogréficos a fin de corroborar la

informacién obtenida utilizando el neighbor-joining basados en Tamura-Nei. Por
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ejemplo; Garber et al. (2004), no encontré evidencia de estructura filogenética en las
muestras analizadas de L. campechanus por area geografica, es decir que los
individuos de tres localidades muestreadas en el Golfo de México, conforman una
sola poblacion.

Al realizar el arbol construido con las distancias haplotipicas de L. peru no mostro un
patrén filogeogréfico al encontrar que los los haplotipos de las tres localidades del
Golfo de México fueron dispersos polifiléticamente en todos los linajes (Rocha-Olivares
y Sandoval-Castillo, 2003)

7.6. Distancia genética

Para las dos especies evaluadas se encuentra distancia genética entre las zonas
(Tabla 17), atribuible a la ubicacién geografica de éstas, por ejemplo para Lutjanus
guttatus existi6 menor distancia entre Bahia Mélaga y Bahia Solano, y mayor distancia
con Bahia Tumaco (Figura 18). Para Lutjanus argentiventris la menor distancia
genética se dio entre Bahia Tumaco y Bahia Malaga, en relacion a Bahia Solano
(Figura 19), lo cual es coincide con la distancia geografica entre las zonas que se

encuentran mas alejadas.
Hurtado-Alarcén, (2009), reportd que las distancias genéticas discriminaron ejemplares

de Brycon henni provenientes de las cuencas de los rios Nare y Gautapé, en

Antioquia.

Tabla 17. Similitud genética de L. guttatus y L. argentiventris en las zonas de muestreo.

Poblacién  Bahia Tumaco Bahia Malaga Bahia

Solano
B. Tumaco ok
B. Malaga 0,8938 kkkk
L. guttatus B. Solano 0,8508 0,9130 Fokkkk
B. Tumaco ok
L. argentiventris  B. Mélaga 0,9443 ok
B. Solano 0,8415 0,9005 Fkkkk
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Figura 16. Dendograma similitud genética de L. guttatus en las zonas de muestreo.
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Figura 17. Dendrograma similitud genética de L. argentiventris en las zonas de muestreo.

El dendrograma construido mediante el método UPGMA con un bootstrapp de 1000
repeticiones, mostro un alto porcentaje de loci que soporta la formacion de los nodos

(Tabla 18), lo que indica una alta confiabilidad en el analisis de diversidad genética de
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las especies en las tres zonas del Pacifico Colombiano y la efectividad de la técnica
molecular RAMs para el estudio realizado.

Tabla 18. Informacién de los loci que soportan la construccion del dendrograma de distancias
de las zonas de los sitios de muestreo de las especies L. guttatus y L.argentiventris

Especie Nodo Proporcién No. De % total
de réplicas loci que de loci
similares soportan que

(1000 el Nodo soportan

repeticiones el Nodo

L. guttatus 1 28 45,90% 45,90%
(7 loci pr_oducen, arboles que 5 61 100.00% 100,00%

contienen vinculos)

L. Argentiventris 1 23 48,94% 48,94%
(6 loci producen arboles que 2 47 100,00% 100,00%

contienen vinculos)

7.7. Anélisis de varianza molecular

Este método se usd para verificar si existe diferenciacion de las poblaciones de
acuerdo a los sitios geogréaficos donde fueron colectadas. El anadlisis de varianza
molecular mediante el programa Arlequin 3.5 mostré una variacion dentro de los
individuos de cada zona para L. guttatus del 77,3%, y para L. argentiventris del 67%
(Tabla 19).

Tabla 19. Analisis de Varianza Molecular mediante Arlequin 3.5.

Especie Fuente de GL Variacion (%) Fsr
variacion
Entre Poblaciones 2 22,63
0,23
Lutjanus guttatus Dentro de 39 77,37
Poblaciones
Total 39
Lutjanus Entre Poblaciones 2 32,9
argentiventris 0,33
Dentro de 38 67,06
poblaciones
Total 40

(P 0>0,01)
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Esta alta variacion podria indicar la existencia de subpoblaciones dentro de cada zona
conformadas por individuos procedentes de diferentes lugares. Aun asi, existe
diferencia genética para ambas especies entre las zonas evaluadas (22.6% para L.
guttatus y 32.9% para L. argentiventris).

Heist y Gold, (2000), explican que el 99% de la variacion de cada microsatélites fue
distribuida entre las localidades investigadas de L. campechanus en el Golfo de
México, encontrando una sola poblacién (stocks) en el norte del Golfo, similares datos
a los obtenidos por Garber et al. (2004), quienes analizaron poblaciones
L. campechanus encontrando un varianza molecular de 100,3%, considerando cada

muestra como un sitio separado.

Al realizar el AMOVA comparado entre las zonas de estudio se obtiene:

Lutjanus guttatus

Zonas Distancia Fuente de Variacion Fst
Geografica variacion (%)
(Km)
Tumaco y 273.01 Entre Poblaciones 21,64
Mélaga Dentro de 78,35 0,22™
Poblaciones
Tumaco y 499.19 Entre Poblaciones 32,16 0,32
Solano Dentro de 67,84
Poblaciones
Mélaga y 250.55 Entre Poblaciones 20,75
Solano Dentro de 79,25 0,21
Poblaciones

Lutjanus argentiventris

Tumaco y 273.01 Entre Poblaciones 10,37 0,10™
Mélaga Dentro de 89,63
Poblaciones
Tumaco y Entre Poblaciones 48,98 0,48
Solano 499.19 Dentro de 51,01
’ Poblaciones
Malaga y 250.55 Entre Poblaciones 44,23 0,44
Solano Dentro de 55,77
Poblaciones

(P 0>0,01)
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Por su parte, Rocha-Olivares y Sandoval-Castillo encontraron para L. peru, un AMOVA
gue demostré6 que la variabilidad genética atribuible a las diferencias entre las
poblaciones de Sinaloa y Baja California Sur vs Jalisco y dentro de éstas no es
significativa. Argumentando falta de diferenciacion genética entre las poblaciones lo
gue concuerda con las similitudes fenotipicas como caracteristicas bioldgicas y
reproductivas reportadas para las zonas de estudio por diversos autores.

Similares los resultados a los de Melon-Barroso et al., (2005) que al estimar la
variacién genética entre y dentro de poblaciones revelo que aproximadamente el 95%
del total de la diversidad de B. opalinus esta explicada por la variacion dentro de

poblaciones en Brasil.

Para Landinez et al. (2009), el AMOVA realizado para L. synagris en Colombia,
mostrd una leve estructuracion poblacional estadisticamente significativa que separ6 la
poblacion de Capurgana de las regiones de Islas del Rosario y Santa Marta lo que
indica la presencia de barreras entre estas poblaciones y la existencia de dos stocks

pesqueros que deben ser manejados de acuerdo a su estructura poblacional.
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8. CONCLUSIONES

Cuatro cebadores RAMs polimorficos (CCA, ACA, CT y AG) fueron los que mas
aportaron para la diferenciaciébn genética de las especies de pargo Lutjanus
guttatus y Lutjanus argentiventris en las tres zonas del pacifico colombiano, lo
que sugiere que son apropiados para realizar estudios de estructura
poblacional y diversidad genética en poblaciones naturales de especies

pertenecientes al género Lutjanus.

Los valores de Heterocigocidad y polimorfismo se correlacionaron para ambas
especies, indicando que existe diversidad genética en cada zona evaluada, y
considerando a Bahia Malaga como un sitio donde coinciden las especies dado
su cercania geogréfica con las otras zonas evaluadas siendo un punto

intermedio.

También presenta caracteristicas de geomorfologia ya que existe gran variedad
de biotopos localizados en forma dispersa en toda su extension. Los bordes
costeros estan influenciados por frentes de agua dulce provenientes de
quebradas y algunos rios que desembocan en la bahia a través formaciones
conocidas como esteros, en las cuales hay asentamiento de asociaciones de
manglares los cuales reposan sobre fondos fango-arenosos y hasta rocosos.
Existe ademds islotes con sustratos rocosos lo cual es ideal para el

asentamiento de las especies de pargo evaluadas.

El coeficiente de diferenciacion genética (Fsr), determino que existe una alta
diferenciacion genética entre las tres zonas para cada una de las especies
estudiadas, esta diferenciacion genética puede ser atribuida a la capacidad
adaptativa que tienen los individuos ya que estas zonas presentan condiciones
ecoldgicas diferentes que las hacen apropiadas para la migracion ontogénica a

través de la plataforma.

En el analisis del dendrograma realizado con el coeficiente de Dice Nei-Li se

evidencié la formacion de grupos por especies Lutjanus guttatus y Lutjanus
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argentiventris y la clasificacién entre las zonas geograficas, mostrando que
existe una relacion estrecha entre los agrupamientos formados y las zonas de
procedencia, ya que los individuos provenientes de cada zona geogréfica se

encontraron distribuidos de manera cercana.

El analisis de varianza molecular para estas especies estudiadas indicé que la
variacidon existente dentro de cada zona puede ser atribuible a la gran cantidad
de biotipos que se encuentran dentro de estas zonas lo que puede crear
subpoblaciones. A su vez los valores de varianza molecular indicaron que

existe variabilidad genética entre las poblaciones evaluadas.

Este estudio de variabilidad genética es util para futuros programas de
repoblamiento, desarrollo de sistemas productivos marinos y manejo de stocks
pesqueros de acuerdo a su estructura poblacional. Ya que al existir variabilidad
genética entre individuos de una misma especie en diferentes zonas indicaria
gue todos los programas que se formulen tendrian como punto de partida
proteger la heterogeneidad de la especie en cada zona a fin de ser orientados

correctamente y con mayor objetividad.

Se hacen necesarios estudios sobre el ciclo de vida de las especies L. guttatus
y L. argentiventris en Colombia, ademas de profundizar en términos de
variabilidad genética utilizando enzimas o marcadores moleculares como

microsatélites que pueden permitir un analisis genético de mayor envergadura.
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12. ANEXOS

ANEXO A. protocolo de extracciéon ADN

PROTOCOLO: PURIFICACION DE ADN TOTAL DE TEJIDOS ANIMALES
(PROTOCOLO SPIN-COLUMN)

Puntos importantes antes de empezar:

Todo paso de centrifugacién se realiza a temperatura ambiente (15-25 °C) en
una micro centrifuga.

El votex debe de ser realizado por pulso-votex por 5-10s.

Opcional: RNAsa A puede ser usada para digerir ARN durante el proceso.

RNAsa no viene incluida en el kit.

Cosas para hacer antes de empezar:

El Buffer ATL y AL puede formar precipitados por el almacenaje. Si es
necesario calienta a 56°C hasta que los precipitados estén completamente
disueltos.

El Buffer AW1 y AW2, son suministrados concentrados. Antes de usarlo por
primera vez, adicione la cantidad apropiada de etanol (96-100%) como esta
indicado en la botella para obtener la solucion de trabajo.

Precaliente un termociclador, incubadora, o plataforma oscilante a 56°C para el
paso 2.

Si usa tejidos congelados, dejar estabilizar la muestra hasta temperatura
ambiente. Evite descongelar y congelar las muestras puesto que esto reduce el
tamafo de ADN.

Procedimiento:

1.

2.

Corte 25 mg de tejido (10mg de bazo) en pequefias piezas, y cologue en
un tubo de micro centrifuga de 1.5 ml. Adicione 180ul de Buffer ATL.
Asegurese que sea la cantidad correcta de material usado. Se recomienda
cortar tejido en pequefas piezas para mejorar la eficiencia de la lisis. Si desea
el tiempo de la lisis puede ser reducido macerando la muestra en nitrdgeno
liquido antes de adicionar el Buffer ATL y la proteinasa K.

Adicione 20ul de proteinasa K. Mezcle a fondo por vortex, e incube a 56°C
hasta que el tejido estd completamente lisado. Haga vortex

ocasionalmente durante laincubacién para dispersar la muestra.
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El tiempo de lisis varia dependiendo del tipo de tejido. La lisis estd completa
generalmente de 1-3 horas. Es mas conveniente que las muestras estén
lisadas durante la noche.

Después de la incubacioén el lisado puede parecer viscoso, pero no puede ser
gelatinoso pues puede inferir en la mini spin-column.

Opcional: si es requerido ADN libre de ARN, adicionen 4ul de RNasa A
(200mg/ml), mezclar por vortex, incubar por 2 minutos a temperatura ambiente
antes de continuar con el paso 3.

Haga vortex por 15 s. Adicione 200ul de Buffer AL a la muestra, y mezcle a
fondo por vortex. Entonces adicionar 200ul de etanol (96-100%), mezcle
de nuevo a fondo por vortex.

Es esencial que la muestra, Buffer AL, y el etanol sea mezclados
inmediatamente a fondo por votex o pipeteando la solucion homogénea. El
Buffer AL y el etanol pueden ser premezclados vy adicionarse juntos en un
paso para ahorrarse tiempo cuando se procesan multiples muestras.

Puede formase un precipitado blanco con la adicion de Buffer AL y el etanol.
Este precipitado no interfiere con el etanol, en éste caso es recomendado,
sacudir fuertemente y hacer vortex.

Pipetear la mezcla de paso 3 (incluyendo cualquier precipitado) dentro de
la mini spin-column colocando en un tubo de coleccién de 2 mil.
Centrifugar a 8000rpm por 1 minuto. Descartar el filtrado y el tubo de
coleccion.

Colocar la mini spin-column en un nuevo tubo de coleccion de 2 ml.
Adicionar 500ul de Buffer AW1, y centrifugue por 1 minuto a 8000rpm.
Descartar el filtrado y el tubo de coleccién.

Colocar la mini spin-column en un nuevo tubo de colecci6on de 2ml.
Adicionar 500ul de Buffer AW2, y centrifugue por 4 minutos a 13200 rpm
para secar la membrana. Descartar el filtrado y el tubo de coleccién.

Es importante secar la membrana de la mini spin-column, puesto que el etanol
residual puede inferir con las reacciones siguientes. Este paso de
centrifugacion asegura que no se transportara ningun etanol residual durante
las diluciones siguientes.

Después de la centrifugacion, remueva cuidadosamente la mini spin-column

de tal forma que no haga contacto con el filtrado, puesto que esto dara lugar a
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que se adhiera etano al cilindro. Si esto ocurre, vacie el tubo de coleccion y
reuselo en otra centrifugacion por 2 minutos a 13200rpm.

Coloque la mini spin-column en tubo de micro centrifuga de 1.5ml, y
pipetee 200ul de Buffer AE directamente en la membrana. Incubar a
temperatura ambiente por 1 minuto y centrifugue por 1 minuto a 8000rpm
de la dilucion.

La dilucion 100ul* (en lugar de 200ul) incrementa la concentracién final de
ADN.

Recomendado: Para maximizar la obtencion de ADN, repita la dilucién
unavez mas como se describe en el paso 7.

Este paso conduce a incrementar la obtencién de ADN total.

Nota: no diluya mas de 200ul en el tubo de micro centrifuga de 1.5ml porque

puede que la mini spin-column entre en contacto con la dilucién.
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Anexo B. Matriz de datos obtenida mediante el andlisis de patrones de bandas para L. guttatus con cuatro marcadores

moleculares RAMs

POB po 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
b
1 L1 1 [} 1 0 0 0 1 1 [} 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0
1 L2 1 [} 0 0 0 0 1 1 [} 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1
1 L3 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0
1 L4 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0
1 L5 1 [} 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0
1 L6 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0
1 L7 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0
1 L8 1 [} 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1
1 L9 1 [} 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1
1 L10 1 [} 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1
2 L11 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0
2 L12 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0
2 L13 1 [} 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1
2 L14 1 [} 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 0
2 L15 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0
2 L16 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1
2 L17 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0
2 L18 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1
2 L19 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1
2 L20 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1
2 L21 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1
2 L22 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
2 L23 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1
2 L24 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1
2 L25 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 [} 0 1 1 [} 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1
3 L26 1 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? 1 1 1 0 0 0 1 1
3 L27 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0
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3 L28 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1

3 L29 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1

3 L30 1 [} 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1

3 L31 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1

3 L32 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1

3 L33 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1

3 L34 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1

3 L35 1 [} 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1

3 L36 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1

3 L37 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1

3 L38 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1

3 L39 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1

POB 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61
1 L1 0 0 [} 0 0 1 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1
1 L2 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
1 L3 0 [} [} [} 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 [} 1
1 L4 0 [} [} [} [} 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 [} 1
1 L5 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 [} 1
1 L6 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 L7 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1
1 L8 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 [} 1
1 L9 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 [} 1
1 L10 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 [} 1
2 L11 0 0 0 1 1 1 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1
2 L12 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1
2 L13 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1
2 L14 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1
2 L15 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 [} 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1
2 L16 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 [} 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1
2 L17 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1

99




L18

L19

L20

L21

L22

L23

L24

L25

L26

L27

L28

L29

L30

L31

L32

L33

L34

L35

L36

L37

L38

L39
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Anexo C. Matriz de datos obtenida mediante el andlisis de patrones de bandas para L. argentiventris con cuatro
marcadores moleculares RAMs

banda pob 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Al 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
A3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A5 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1
A6 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1
A7 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 1 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999
A8 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1
A9 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1
Al10 2 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
All 2 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
Al12 2 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Al3 2 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
Al4 2 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
A15 2 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Al6 2 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Al17 2 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
A18 2 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1
A19 2 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999
A20 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999
A21 2 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999
A22 2 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0
A23 2 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0
A24 2 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
A25 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
A26 3 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0
A27 3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0
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47

46

45

a4

43

a2

41

40

39

38

37

36

35

999

999

999

34

999

999

999

33

999

999

999

32

999

999

999

31

999

999

999

30

999

999

999

29

999

999

999

999

999

999

999

28

999

999

999

999

27

999

999

999

999

26

999

999

999

999

25

999

pob

A28

A29

A30

A31

A32

A33

A34

A35

A36

A37

A38

A39

A40

banda

Al

A2

A3

A4

A5

A6

A7

A8

A9

A10

All

Al12

Al13

Al4

A15

Al6
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999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

999

A17

Al8

A19

A20

A21

A22

A23

A24

A25

A26

A27

A28

A29

A30

A31

A32

A33

A34

A35

A36

A37

A38

A39

A40

103



104

KSR IS v St s IIIINES
[

S R eyt
. v

Anexo D. Geles de policarilamida de los cebadores utilizados en la técnica RAMs. Cebador CT Lutjanus

argentiventris y Lutjanus guttatus



Cebador CCA Lutjanus argentiventris y Lutjanus guttatus
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Cebador AG Lutjanus argentiventris y Lutjanus guttatus
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Cebador ACA Lutjanus argentiventris y Lutjanus guttatus
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