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(Dedicatoria o lema)

Este fue un proceso largo, aca no se cierra un ciclo, ni monociclo ni triciclo, yo lo podria
describir mas bien como un multiciclo en R dimensiones. Durante las etapas iniciales, este
fue el mejor de los paseos, mucha musica, mucho mar, muchos agentes de distraccion
(propios de estas situaciones), mucho de cursos y cosas maravillosamente nuevas, y

mucho de indagar sobre como es que se va hacer la vaina... Nada como la academia!!

Luego ya como en la mitad y un poco mas (que ahora me doy cuenta que no estaba ni
cerca de ser la mitad), cuando yo ya creia que la tenia clara, que sabia lo que faltaba y
tenia trazado un camino, cuando el reto se pone emocionante y se comienza a trabajar
mas duro, con esas ganas de empezar a ver el descenso...

... Se ve la meta, pude ver la meta, y me di cuenta que estaba alli no mas, que podia dejar
de pedalear porque iba a llegar solo por gravedad. Ahora puedo decir que de gravedad
mas bien es poco o nada lo que se, me quede esperando la atraccién que se supone
deberia ejercer la meta sobre mi cuerpo, sin darme cuenta que tenia 8 mil cuerpos

alrededor que ejercieron una mayor atraccion, lo que alejo la meta de mi vista...

Luego, algo muy bonito me sucedio y es apenas hoy me doy cuenta de su belleza, sucedi6
gue comencé a percibir el tiempo de otra forma, lo comencé a sentir, a darme cuenta de lo
ineludible que es en mis huesos, en mis sonrisas y sobre todo en mis suefios...

...ya la meta no se encontraba en la direccion de mi vista, y entonces pude notar el peso
de algunas cosas que antes carecian de masa, a su vez, unas cosas comenzaron a brillar

y otras por el contrario perdieron su brillo y su peso...

Finalmente tuvo que pasar bastante tiempo, tanto como para reaccionar de manera atenta
e inmediata al escuchar que me dicen - papa!!. Fue entonces cuando sucedi6, como por
arte de magia, de esa magia que solo saben las personas que te quieren y que te han
acompafado... Sucedié que volvi a ver la meta, se habia ubicado nuevamente en la
direccién de mi vista... Entonces comprendi... este siempre ha sido el mejor de los paseos,

nuevos colores, mucha musica, nuevas canciones, mucho mar, nuevas inmersiones.
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Resumen y Abstract \i

Resumen

En las islas de San Andrés y Providencia (Caribe occidental colombiano) se encuentran
registradas dos especies de poecilidos: Gambusia aestiputeus y Poecilia vetiprovidentiae.
Sin embargo, estas especies han sido consideradas por mas de medio siglo
conespecificas con Poecilia sphenops (Valenciennes, 1846) y Gambusia nicaraguensis
(Gunther, 1866) aun cuando se ha propuesto revisar su situacién, debido a las grandes
variaciones geogréficas que enfrentan y a las particularidades y dificultades taxonémicas
que presentan estos dos géneros. De esta manera, el presente trabajo evalué la variacion
morfométrica y mitocondrial para los genes Cit-B y NADH, de las poblaciones de Gambusia
y Poecilia respectivamente, presentes en las islas colombianas, encontrando diferencias
significativas en el tamafio y conformacion, donde las poblaciones con los individuos méas
grandes estan en Providencia. En cuanto a la variacién mitocondrial, se encontré que tanto
G. aestiputeus como P. vetiprovidentiae son entidades diferentes a G. nicaraguensis y P.
sphenops para los marcadores empleados.

Palabras clave: (Poecilia, Gambusia, Citocromo-b, NADH, variacién morfométrica)

Abstract

In San Andrés and Providencia islands (western Colombian Caribbean) are registered two
poeciliid fishes: Gambusia aestiputeus and Poecilia vetiprovidentiae. However, these have
been considered conespecific with Poecilia sphenops (Valenciennes, 1846) and Gambusia
nicaraguensis (Gunther, 1866) even though it has been proposed to review their situation,
due to the great geographic variations and the taxonomic difficulties presented by these
two genera. In this way, the present work evaluated the morphometric and mitochondrial
variation for Cit-B and NADH genes, of Gambusia and Poecilia populations respectively,
present in the Colombian islands. We found significant differences in size and
conformation, where populations with the largest individuals are in Providence. Likewise,
for mitochondrial variation we found both G. aestiputeus and P. vetiprovidentiae are not
conespecific whit G. nicaraguensis and P. sphenops respectively for the markers used.

Keywords: (Poecilia, Gambusia, Cytochrome-b, NADH, Morphometric variation)
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1.Introduccion

La familia Poeciliidae, perteneciente al orden de peces 6seos Cyprinodontiformes, ha sido
objeto de numerosas investigaciones en areas como la biogeografia, evolucion, ecologia
y conservacién, convirtiéndose asi en un importante modelo de estudio, debido
principalmente a particularidades que presentan en su historia de vida, morfologia,
comportamiento, desarrollo evolutivo y distribucién (Rauchenberger, 1989; Breden et al.,
1999; Hrbek, 2007; Evans & Pilastro, 2011).

Actualmente se reconocen mas de 250 especies de poecilidos, distribuidas entre 22 — 28
géneros, dentro los que se destacan Gambusia (43 especies validas) y Poecilia (34
especies validas) como los mas numerosos en especies (Nelson et al., 2016; Hrbek et al.,
2007; Froese y Pauly, 2013; Stockwell y Henkanaththegedara, 2012). Esta gran riqueza de
especies dentro de esos dos géneros se traduce principalmente en un alto grado de
similitudes morfoloégicas y dejan ver una interesante pero confusa historia evolutiva
distribuida a lo largo de un amplio &mbito de variacion geogréafica.

El género Poecilia es un grupo ampliamente distribuido, desde el sureste de los Estados
Unidos hasta Bolivia y el sur de Brasil (Breden et al., 1999). Las especies de Poecilia se
encuentran en un amplio ambito de habitats, exhibiendo variaciones morfolégicas y
comportamentales entre y dentro de sus especies. Particularmente el complejo de
especies P. sphenops ha sido extensivamente estudiado principalmente en relaciéon con
las caracteristicas reproductivas y para evaluar los efectos de la seleccion natural y sexual
(e.g. fertilizacion interna y viviparidad) (Breden et al., 1999; Pires et al., 2010; Meredith et
al., 2011). Sin embargo, su taxonomia y filogenia ain son pobremente conocidas (Rosen
and Bailey, 1963; Miller, 1983; Rauchenberger, 1989; Lucinda, 2003).

Por su parte, las especies de Gambusia se encuentran distribuidas desde el este y sur de
los Estados Unidos a través de México y Centroamérica hasta Suramérica. Especialmente,
son de interés 16 taxa encontradas en las islas caribefias, pues las especulaciones que
existen acerca de cOmo estos peces se establecieron en ellas, involucran fenébmenos como
puentes de tierra emergentes, migraciones y huracanes que han tenido lugar en el pasado
(Raunchenberger, 1989). Dentro de las caracteristicas biolégicas que poseen los
miembros de este género estan el presentar una amplia dieta, gran tolerancia fisiolégica,
rapidas tasas de crecimiento poblacional, alta variabilidad genética y una elevada
tendencia a la dispersion (Courtenay & Meffe, 1989; Leberg, 1990; Stockwell &
Henkanaththegeara, 2011).

En las islas de San Andrés y Providencia (Caribe occidental colombiano) se encuentran
registradas dos especies de poecilidos: Gambusia aestiputeus, catalogada como especie
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vetiprovidentiae; ambas fueron descritas por Henry Fowler a mediados del siglo pasado y
son aparentemente endémicas de las islas (Fowler, 1950). Afios mas tarde, en 1963 Rosen
y Bailey publican en su trabajo “The poeciliid fishes (Cyprinodontiformes): their structure,
zoogeography, and systematics” que es posible que las especies descritas por Fowler sean
conespecificas con Poecilia sphenops (Valenciennes, 1846) y Gambusia nicaraguensis
(Gunther, 1866) respectivamente, razén por la cual estos nombres han sido considerados
por mas de medio siglo como los que deben ser usados para los poecilidos del
archipiélago sanandresano. Sin embargo, se debe aclarar que Rosen y Bailey proponen
en su trabajo que esta situacion debe ser revisada con atencién debido a las grandes
variaciones geograficas que enfrentan sus miembros, a su amplia distribucion y a las
particularidades y dificultades taxondmicas que presentan estos dos géneros. Asi mismo,
se adelantan a la posibilidad que con el tiempo algunas de las sinonimias puedan ser
denominadas especies diferentes por lo que proponen realizar una revision de P.
vetiprovidentiae y G. aestiputeus (Rosen y Bailey, 1963), entre otras.

La clasificaciéon de los poecilidos se ha basado durante mucho tiempo principalmente en
la descripcién de las especializaciones que presenta la aleta anal de los machos
(gonopodio). De hecho, generalmente no se encuentran descripciones detalladas acerca
de la anatomia de otros caracteres (Raunchenberger 1989) y, ademas, la eficacia de los
andlisis morfolégicos se ha visto obstaculizada en algunos grupos (p. €j. subgénero
Mollienesia) por varias de estas caracteristicas. Por esto se considera que los caracteres
utilizados por Rosen and Bailey (1963) para clasificar a las especies dentro de los géneros
y estos dentro de tribus evidentemente han evolucionado en mudltiples ocasiones;
posiblemente en respuesta a presiones ecoldgicas similares (Langerhans et al., 2005). Un
ejemplo de esto se evidencia en el trabajo realizado por Hrbek et al. (2007) quienes,
mediante el uso de marcadores moleculares (secuencias de ADN mitocondrial y nuclear),
observaron que muchas de las similitudes de las especies las agrupan actualmente en
tribus polifiléticas; y por esto pueden ser presumiblemente atribuidas a homoplasias y
pueden no servir como caracteres totalmente confiables.

Por otra parte, el estudio de la variacién en la forma del cuerpo en poblaciones de peces
sujetos a gradientes medioambientales ha proporcionado ejemplos interesantes de
seleccién natural (Gomes y Monteiro, 2008). Entre los agentes de seleccion cominmente
estudiados para determinar las divergencias en la forma del cuerpo entre poblaciones de
la misma especie estan el flujo de agua (lenticas/loticas) (Langerhans et al., 2003), el uso
del habitat, la eficiencia de alimentacion (Walker, 1997) y el rendimiento en escape y/o
depredacién (Langerhans et al., 2004). Por lo tanto, el uso de la morfometria geométrica
ha permitido avanzar en el entendimiento de los patrones que moldean estas divergencias,
debido a que esta herramienta ha permitido la evaluacién cuantitativa de los cambios
morfoldgicos y también la evaluacién cualitativa a través de la recuperacion de la forma en
estudio.

De esta manera, el siguiente trabajo compard las variaciones en la conformacion
fenotipica, de las poblaciones de poecilidos presentes en las islas de San Andrés y
Providencia mediante una descripcion cuali y cuantitativa detallada de su conformacion
morfoldgica, utilizando para esto las herramientas de morfometria geométrica. Ademas,
este estudio evalu6 variaciones de secuencias de ADN mitocondrial con un alto nivel de
polimorfismo encontradas en bases de datos para P. sphenops y G. nicaraguensis (e.g.
Citocromo b, NADH), con el fin de poder determinar el grado de similitud con las especies
y/o poblaciones provenientes de San Andrés y Providencia.
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2. Materiales y métodos

2.1 Area de estudio y Muestreos

El presente trabajo se desarroll6 a partir de las poblaciones de poecilidos presentes en las
islas de San Andrés, Providencia y Santa Catalina, Colombia. Fueron utilizados individuos
de los géneros Poecilia y Gambusia capturados en diferentes puntos de las islas (Figura
2-1) durante una prospeccion de campo realizada por Coralina, el Instituto de Investigacion
de Recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt y la Universidad Nacional de Colombia -
sede Caribe en el archipiélago de San Andrés y Providencia en agosto de 2011, junto con
los individuos de Poecilia obtenidos en julio de 2012 en la isla de San Andrés en una salida
de campo realizada por Coralina y la Universidad Nacional de Colombia - sede Caribe. La
técnica utilizada para la captura fue pesca activa usando varas y nasas, todos los
individuos capturados fueron rotulados y mantenidos en etanol al 96%.

Figura 2-1: Ubicacion de los puntos de muestreo en las islas de San Andrés,
Providencia y Santa Catalina.

GEOREFERENCIACION ESPECIES DE AGUA DULCE EN LA ISLA DE SAN ANDRES GEOREFERENCIACION ESPECIES AGUA DULCE EN LAS ISLAS DE PROVIDENCIA Y SANTA CATALINA

2.1.1 Analisis de la conformacion morfométrica

En total se analiz6 la variabilidad fenotipica de 294 individuos adultos pertenecientes a los
géneros Poecilia y Gambusia (Tabla 2-1)
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Tabla 2-1: Individuos utilizados para el andlisis de la variabilidad fenotipica mediante el
uso de la morfometria geométrica.
, NUumero de
Género Sexo Lugar Individuos
. San Andrés 35
Gambusia Hembras : :
Providencia 39
San Andrés 33
Poecilia Hembras Providencia 131
Santa Catalina 15
- San Andrés 17
Poecilia Machos : :
Providencia 24

Para esto se utilizaron las imagenes de la parte lateral izquierda de cada individuo (Figura
2-2), obtenidas con una cadmara SLR digital Canon EOS Rebel T1i/EOS 500D de 15.10
megapixeles ajustada a un tripode. Cada individuo se ubico en el centro del campo visual
sobre papel milimetrado a una distancia de foco de 250 mm aproximadamente. Se
emplearon 10 puntos anatémicos de referencia (Landmarks), segun los criterios de
Bookstein (1991) y siguiendo los métodos realizados en estudios previos para los géneros
Gambusia y Poecilia (Langerhans and DeWitt, 2004; Langerhans et al., 2004, 2007; Gomes
y Monteiro, 2008). De cada espécimen se digitalizaron dos veces los puntos anatémicos
de referencia, y la precision de la digitalizacion se estimo con el indice de repetibilidad.

Figura 2-2:  Ubicacién de los puntos anatdmicos seleccionados para machos (imagen
en negativo) y hembras de Poecilia sp.*

*(1) Hocico, (2) Supraoccipital, (3) Inicio aleta dorsal, (4) Final aleta dorsal, (5) Parte superior
pedinculo caudal, (6) Parte inferior peddnculo caudal, (7) Final aleta anal (gonopodio en machos),
(8) Inicio aleta anal (gonopodio en machos), (9) Base aleta pectoral, (10) base opérculo.

Como variable de tamafio se utilizé el tamafio centroide (CS) y como variables de
conformacién se utilizaron las deformaciones parciales “partial warps” y los
componentes uniformes, obtenidos mediante un andlisis generalizado de



Procrustes (Zelditch, 2004). Para evaluar las diferencias de tamafio entre areas
geograficas, se utiliz el estadistico F de Welch, debido a que los datos de tamafio
no presentaron homogeneidad de varianzas. Para examinar diferencias de la
conformacioén del cuerpo, las variables de conformacion se sometieron a un analisis
de componentes principales (PCA), con el fin de evaluar la distancia euclidiana.

Se evalud el posible efecto alométrico por medio de un analisis de regresion
multivariada, es decir, la contribucién del tamafio a las diferencias de conformacion,
y la hipotesis de un modelo de pendientes comunes se contrasto por medio de un
analisis multivariado de la covarianza (MANCOVA), usando las variables de
conformacién como las dependientes y el CS como covariable (Langerhans et al.,
2007; Gomes y Monteiro, 2008); en los casos en los que la hipétesis fue aceptada,
se corrigieron los datos por tamafio. La significancia estadistica se obtuvo con 1000
permutaciones.

El desarrollo de todos los analisis morfométricos se realizd con los programas del
paquete CLIC version 71 (Collection of Landmarks for Identification and
Characterization) (Dujardin, 2012). Las pruebas de Normalidad, homogeneidad de
varianzas y la correccion del F de Welch se realizaron con el programa PAST para
Windows (Hammer et al., 2001).

2.1.2 Analisis molecular

= Coleccion de especimenes y extraccién de ADN

Las muestras de tejidos fueron obtenidas a partir de nueve especimenes de Poecilia y dos
de Gambusia colectados en la isla de San Andrés y Providencia. Cada muestra de tejido
muscular se lavo y rehidraté con agua destilada estéril y se cortdé en pequefios trozos de
25 mg. La extraccion del ADN se realizé con la ayuda del kit comercial GeneJET Genomic
DNA Purification siguiendo las recomendaciones del fabricante.

= Amplificacion por PCR del gen COIl de Gambusia y el gen ND2 de
Poecilia

Para la amplificacion por PCR del gen Citocromo b de Gambusia se utilizaron los
cebadores H15149 (Kocher et al., 1989) y L14724 (Meyer et al., 1990), y se siguieron las
condiciones de amplificacion descritas por Lydeard et al. (1995), mientras que para la
amplificacién del gen ND2 de Poecilia se emplearon los cebadores GLN and ASN (Kocher
et al., 1995) y condiciones de PCR estandar (Sambrook et al., 2001). Se confirmaron los
tamarios esperados de los productos amplificados por medio de electroforesis en gel de
agarosa y tincion con EZ-Vision® In-Gel Solution, 10,000X y visualizacion bajo luz
ultravioleta. Los fragmentos amplificados fueron enviados a Macrogen Corea para su
secuenciacion.
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2.1.3 Analisis filogenéticos

La edicion de los fragmentos amplificados para producir una secuencia consenso y los
alineamientos multiples con secuencias previamente publicadas se realizaron
manualmente con el programa Bioedit v7.0.9.0 (Hall, 1999). La diferenciacién genética
entre muestras se examind mediante un andlisis de agrupamiento usando el algoritmo de
maxima verosimilitud y la distancia genética de acuerdo con el modelo de evolucion de la
secuencia. La significancia estadistica de las ramas del arbol ML se calcul6 con el método
bootstraping (Felsenstein, 1985) con 1000 replicaciones. Para estos analisis se utilizé
MEGA v6 (Tamura et al., 2007). Para comparar las muestras de San Andrés y Providencia
con ejemplares de otros sitos geograficos, se incluyeron en los andlisis secuencias
previamente publicadas para Gambusia (Lydeard, 1995) y Poecilia (Alda et al., 2013).
Todos los célculos se realizaron con el programa MEGA v6 (Tamura et al., 2007).
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3.Resultados

3.1 Gambusia aestiputeus

3.1.1 Diversidad genética del gen Citocromo-B

Los cebadores L14724 (5" - CGA-AGC-TTG-ATA-TGA-AAA-ACC-ATC-GTT-G - 3") y
H15149 (5" - AAA-CTG-CAG-CCC-CTC-AGA-ATG-ATA-TTT-GTC-CTC-A - 3"), obtenidos
a partir de los trabajos de Kocher et al. (1989) y Meyer (1990), amplificaron un fragmento
de aproximadamente 402 pb del gen citocromo-b. Los electroferogramas obtenidos fueron
de una excelente calidad indicando que las condiciones de extraccibn de DNA y
amplificacién fueron 6ptimas (Figura 3-1).

Figura 3-1:  Electroferograma obtenido como producto de la secuenciacion del gen
citocromo-b de Gambusia aestiputeus presente en las islas de San Andrés y Providencia.*

150 160 170 180 190 200 210
SAGGACCCCGTTGGC GTGTATGTTTC GGAT AAGTCATCC GTAGTTAAC GTCTCGGC TATGGGCCAC

‘ ‘ ’”‘ W\’“‘.] i ,*“r IV

*Cabe anotar que en la imagen solo se muestra un tramo de una secuencia de aproximadamente
402pb.

La construccion del arbol filogenético de Gambusia se realizé a partir de las especies con
informacion disponible en las bases de datos de Genbank (Tabla 3-1).

Tabla 3-1: Lugares de colecta y numeros de acceso Genbank de los individuos de
Gambusia utilizados en este trabajo

Cédigo de
Especie Lugar acceso Genbank
Gambusia manni Bahamas KM658361.1
Gambusia manni Bahamas KM658360.1
Gambusia vittata No disponible EF017518.1
Gambusia vittata No disponible U18225.1




Integracion morfométrica y molecular para la resolucién del estatus taxonémico de las poblaciones
de San Andrés y Providencia (Mar Caribe) pertenecientes a los géneros Poecilia y Gambusia
(Teleostei: Poeciliidae).

Tabla 3-2: Continuacion

Cédigo de

Especie Lugar acceso Genbank
Gambusia wrayi Jamaica EF017516.1
Gambusia wrayi No disponible U18228.1
Gambusia holbrooki No disponible U18210.1
Gambusia holbrooki USA, Florida HM443915.1
Gambusia yucatana No disponible U18226.1
Gambusia rhizophorae No disponible U18223.1
Gambusia puncticulata No disponible U18221.1
Gambusia punctata No disponible U18220.1
Gambusia nicaraguensis No disponible U18217.1
Gambusia nicaraguensis Nicaragua KM658367.1
Gambusia hubbsi No disponible U18211.1
Gambusia hurtadoi No disponible u18212.1
Gambusia hurtadoi Mexico JX275485.1
Gambusia hubbsi Bahamas KM658357.1
Gambusia geiseri No disponible U18207.1
Gambusia rhizophorae USA: Florida KM658368.1
Gambusia oligosticta No disponible U18218.1
Gambusia eurystoma No disponible U18206.1
Gambusia caymanensis No disponible U18115.1
Gambusia heterochir No disponible DQ075685.1
Gambusia heterochir No disponible DQ075684.1
Gambusia speciosa No disponible JX679669.1
Gambusia speciosa USA: Texas JF437631.1
Gambusia krumholzi No disponible JX679662.1
Gambusia aurata Mexico JF437630.1
Gambusia aurata Mexico JX275482.1
Gambusia affinis USA: Texas U18107.1
Gambusia affinis No disponible DQ075686.1
Gambusia affinis No disponible AP004422.1
Gambusia sexradiata No disponible U18224.1
Gambusia sexradiata Mexico KF704051.1

Dpto Bolivar
Gambusia lemaitrei (Colombia) JF437629.1
Gambusia clarkhubbsi USA: Texas JX275483.1
Gambusia San Andrés
aestiputeus(G3) (Colombia)
Gambusia San Andrés
aestiputeus(G4) (Colombia)
Poecilia formosa No disponible KT307617.1

Se obtuvo que los individuos de Gambusia aestiputeus que habitan en el archipiélago de
San Andrés, Providencia y Santa Catalina se encuentran mas emparentados con el clado
de Gambusia lemaitrei (Fowler, 1950) presentes en el departamento de Bolivar, Colombia
(bootstrap: 98%), que con el clado de Gambusia nicaraguensis (Gunter 1866) presente en
Centroamérica (bootstrap del 72%), lo cual sugiere que las especies G. nicaraguensis y G.



aestiputeus son entidades diferentes de acuerdo con el marcador empleado. En la Figura
3-2, se presentan los resultados obtenidos empleando MEGA 7.

Figura 3-2:  Arbol de analisis filogenético para Gambusia spp. obtenido por el método de
maxima verosimilitud basado en el modelo de Hasegawa-Kishino-Yano.*
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* En rojo se muestra el clado de los individuos de G. aestiputeus presentes en la isla de San
Andrés, en verde el clado de G. lemaitrei y en azul el clado de los individuos de G. nicaraguensis.
El andlisis fue realizado a partir de la informacion de 40 secuencias nucleotidicas del gen
citocromo-b, obtenidas a partir de dos individuos de G. aestiputeus de San Andrés y 38 obtenidas
en la base de datos de Genbank.
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3.1.2 Analisis morfométricos

» Repetibilidad

Los indices de repetibilidad obtenidos a partir de 74 individuos (35 de San Andrés y 39 de
Providencia) para las coordenadas alineadas muestran una alta precisién en la posicion
de los landmarks, al ser ubicados dos veces de manera independiente en cada imagen
(Tabla 3-2)

Tabla 3-3: indices de repetibilidad para las coordenadas alineadas.

Landmarks Coordenada X CoordenadayY

1 0.975205 0.992618
2 0.879617 0.945404
3 0.995739 0.995050
4 0.991980 0.991040
5 0.952965 0.994306
6 0.967879 0.985207
7 0.992885 0.994535
8 0.992158 0.964663
9 0.946754 0.965118
10 0.946104 0.984732

Adicionalmente, se obtuvieron indices de repetibilidad altos para las medidas de tamafio
(CS) 0.99984 vy para la conformacion (RW) 0.978 al comparar los valores obtenidos dos
veces de manera independiente para la misma imagen.

A pesar de que los resultados de tamafio no cumplieron los supuestos de
homocedasticidad o normalidad, se comprobé que los individuos de G. aestiputeus de
Providencia son significativamente mas grandes que los individuos de San Andrés,
mediante la prueba de Kruskall-Wallis (K-W: 39.91; P = 2.66E-10), (Figura 3-3).
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Figura 3-3:  Distribucion del tamafio centroide (CS) en mm de individuos hembras de las
poblaciones de G. aestiputeus entre los diferentes origenes geograficos.
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Para los ejemplares evaluados de la especie G. aestiputeus la diferencia en la
conformacion encontrada inicialmente (distancia euclidiana = 0.0237 y P= 0.000)
presentaba efecto alométrico, lo que significa que las diferencias de conformacion de los
individuos se encuentran influenciadas por el tamafio. A pesar de esto, los resultados del
MANCOVA demostraron la existencia de un modelo de pendientes alométricas comunes
para la muestra (A Wilks: 0.705, F143s, P: 0.159) lo cual permitié evaluar nuevamente la
muestra, obteniendo diferencias significativas en conformacién (distancia euclidiana =
0.0258 y P=0.000), libres del efecto alométrico.

El andlisis de componentes principales (PCA) (Figura 3-4) utilizando 44% de la variacion
en la conformacion, demostr6 que la conformacion de las hembras de G. aestiputeus
difieren entre las islas de San Andrés y de Providencia. Los principales puntos de variacién
se encuentran ubicados en el extremo de la boca landmark 1 (LM 1), en el supraoccipital
LM 2, en la base del opérculo LM 10y en la parte inferior del pedinculo caudal LM 6 (Figura
3-5). Estas diferencias muestran que los individuos de San Andrés presentan la cabeza un
poco mas ensanchada con respecto a los de Providencia y con la boca dirigida un poco
mas hacia arriba (Figura 3-5).
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Figura 3-4:  Andlisis de componentes principales (PCA) de G. aestiputeus.*
ContribucionPC1y PC2=0.44

=0.18

PC2

PC1=0.26

*En rojo se muestran las hembras de Providencia y en azul las hembras de San Andrés
(contribucion pcl= 26% y pc2= 18%).

Figura 3-5: Imagen comparativa de la conformacién de hembras de G. aestiputeus.”

*La conformacién correspondiente a Providencia se encuentra marcada de rojo y en azul la
conformacion de San Andrés. Las flechas rojas indican la direccién de cambio en las principales
divergencias.
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3.2 Poecilia vetiprovidentiae

3.2.1 Diversidad genética del gen NADH deshidrogenasa
subunidad 2 (Nad2).

Los cebadores GLN (5"- CTA-CCT-GAA-GAG-ATC-AAA-AC - 3") y ASN (5"- CGC-
GTT-TAG-CTG-TTA-ACT-AA — 3") obtenidos a partir del trabajo de Kocher et al.
(1995) amplificaron un fragmento de aproximadamente 1042 pb del NAD2.

Para la construccion del arbol filogenético de Poecilia se utilizd la informacion
disponible en las bases de datos del Genbank y correspondientes con el trabajo
desarrollado por Alda et al. (2013) (Tabla 3-3).

Tabla 3-4: Lugares de colecta y niumeros de acceso Genbank de los individuos de
Poecilia utilizados en este trabajo

Especie Lugar Numero de acceso Gen Bank
Poecilia butleri Mexico JX968697.1
Poecilia mexicana Mexico JX968698.1
Poecilia catemaconis Mexico JX968700.1
Poecilia mexicana Mexico JX968702.1
Poecilia sphenops Mexico JX968703.1
Poecilia sphenops Mexico JX968704.1
Poecilia mexicana Guatemala JX968705.1
Poecilia sphenops Guatemala JX968706.1
Poecilia mexicana El Salvador JX968708.1
Poecilia mexicana El Salvador JX968709.1
Poecilia cf. gillii Honduras JX968710.1
Poecilia cf. gillii Honduras JX968711.1
Poecilia mexicana Honduras JX968712.1
Poecilia hondurensis Honduras JX968713.1
Poecilia hondurensis Honduras JX968714.1
Poecilia hondurensis Honduras JX968715.1
Poecilia orri Honduras JX968716.1
Poecilia orri Honduras JX968717.1
Poecilia mexicana Honduras JX968718.1
Poecilia mexicana Nicaragua JX968719.1
Poecilia mexicana Nicaragua JX968720.1
Poecilia mexicana Nicaragua JX968721.1
Poecilia mexicana Nicaragua JX968722.1
Poecilia mexicana Costa Rica JX968723.1
Poecilia mexicana Costa Rica JX968724.1
Poecilia mexicana Panama JX968725.1
Poecilia gillii Panama JX968726.1
Poecilia gillii Panama JX968727.1
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Tabla 3-5: Continuacion
Especie Lugar Numero de acceso Gen Bank
Poecilia gillii Panama JX968728.1
Poecilia cf. sphenops Panama JX968730.1
Poecilia cf. sphenops Panama JX968731.1
Poecilia caucana Panama JX968732.1
Poecilia caucana Panama JX968733.1
Limia vittata Cuba JX968734.1
Limia vittata Cuba JX968735.1
Poecilia hispaniolana Republica Dominicana JX968736.1
Poecilia hispaniolana Republica Dominicana JX968737.1
Limia melanonotata Republica Dominicana JX968738.1
Limia melanonotata Republica Dominicana JX968739.1
Poecilia reticulata Republica Dominicana JX968740.1
Poecilia reticulata Trinidad y Tobago JX968741.1
Poecilia vetiprovidentidae Providencia
Poecilia vetiprovidentidae Providencia
Poecilia vetiprovidentidae Providencia
Poecilia vetiprovidentidae Providencia
Poecilia vetiprovidentidae Providencia
Poecilia vetiprovidentidae Providencia
Poecilia vetiprovidentidae San Andrés
Poecilia vetiprovidentidae San Andrés
Poecilia vetiprovidentidae San Andrés

Se obtuvo que los individuos de P. vetiprovidentiae (Fowler 1950) presentes en las
islas de San Andrés y Providencia se encuentran claramente separados del clado
gue contiene a P. sphenops (bootstrap de 89%), y se encuentran incluidos en un
linaje monofilético (bootstrap de 97%) que incluye a P. mexicana (Steindachner,
1863), entre otras especies (Figura 3-6)


http://en.wikipedia.org/wiki/Franz_Steindachner
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/getref.asp?id=4208
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Figura 3-6:  Arbol de analisis filogenético

para Poecilia spp. obtenido por el método de

maxima verosimilitud basado en el modelo de Tamura-Nei.*
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*En rojo se muestra el clado de los individuos de P. vetiprovidentiae presentes en las islas de San
Andrés y Providencia, en verde el clado de P. cf. sphenops y en azul el clado de los individuos de
P. sphenops. El analisis fue realizado a partir de la informacién de 55 secuencias nucleotidicas del
gen NADZ2, obtenidas a partir de nueve individuos de P. vetiprovidentiae del archipiélago de San
Andrés, Providencia y Santa Catalina y 46 depositados en la base de datos de Genbank a partir
del trabajo de Alda et al. (2013).
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3.2.2 Analisis morfométricos

Al igual que lo presentado con Gambusia, los datos del tamafio de Poecilia para
ambos sexos no presentaron homocedasticidad o normalidad; sin embargo, al igual
gue lo ocurrido con Gambusia, se pudo comprobar que tanto las hembras como los
machos de Poecilia de Providencia son significativamente mas grandes que los
individuos de San Andrés (Figuras 3-7 y 3-8 respectivamente). La significancia del
tamanfo se verifico mediante la prueba de Kruskall-Wallis Hembras = (K-W: 40.98;
P=1.54E-10) y Machos = (K-W: 15.97; 6.45E-05).

Figura 3-7:  Distribucién del tamafio centroide (CS) en mm de individuos hembras de las
poblaciones de Poecilia entre los diferentes origenes geogréaficos
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Figura 3-8:  Distribucion del tamafio centroide (CS) en mm de individuos machos de las

poblaciones de Poecilia vetiprovidentiae entre los diferentes origenes geogréaficos
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Las hembras evaluadas de Poecilia vetiprovidentiae presentaron efecto alométrico
(regresion multivariada con P=0.000) y, debido a diferencias presentadas en las
pendientes alométricas para la muestra (A Wilks: 0.715, Fs.602, P: 1.72E-005), este
no pudo ser eliminado. Por lo tanto, las diferencias significativas obtenidas en
conformacién presentan una contribucién debido al tamafio (efecto alométrico),
distancia euclidiana = 0.0404 y valor P= 0.000 luego de la correccion Bonferroni.

El andlisis de componentes principales (PCA) realizado para las hembras de P.
vetiprovidentiae (figura 3-9) demostr6é que 61% de la variacion en la conformacion
entre las poblaciones de San Andrés y Providencia se encuentra acumulada en los
dos primeros componentes (pcl= 0.48 y pc2= 0.13). En este caso las hembras
presentaron grandes diferencias en conformacion ubicadas en la mayoria de los
landmarks, observando individuos mas pequefios y con la cabeza un poco mas
ancha, en contraste con los individuos de Providencia que presentan un pedunculo
caudal mas grande y una cabeza mas ahusada. Los principales puntos de variacion
se encuentran ubicados en la base de las aletas dorsal (LM 3), caudal (LM 5y 6) y
anal (LM 7 y 8), en la posicién de la boca y la base del opérculo (LM 1y 10) (Figura
3-10).
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Figura 3-9: PCA de las hembras de Poecilia vetiprovidentiae de San Andrés (puntos
azules) y Providencia (puntos rojos), (contribucién pcl= 48% y pc2= 13%).

Contribuciéon PC1y PC2 =0.61

PC2=0.13

PC1=0.48

Figura 3-10: Comparacion entre las conformaciones encontradas para las hembras de
Poecilia vetiprovidentiae presentes en las islas de San Andrés (azul) y Providencia (rojo).
Las flechas rojas indican la direccién de cambio en las principales divergencias

Los machos evaluados de P. vetiprovidentiae presentaron efecto alométrico (regresion
multivariada con P=0.000), pero debido a la existencia de un modelo de pendientes
alométricas comunes para la muestra (A Wilks: 0.523, Fi1250, P: 0.308) este pudo ser
eliminado. Se obtuvieron diferencias significativas en conformacion libres de efecto
alométrico, luego de la correccién Bonferroni (distancia euclidiana = 0.0486 y valor P=
0.000). El analisis de componentes principales (PCA) (Figura 3-11) demostré que 64% de
la variacion en la conformacién entre los machos de P. vetiprovidentiae de San Andrés y
de Providencia se encuentra acumulada en los dos primeros componentes (pcl= 0.46 y
pc2= 0.18). En este caso los machos presentaron grandes diferencias en conformacion
ubicadas en todos los landmarks, en donde se observan individuos con un pedudnculo
caudal més corto y mas delgado en San Andrés, los individuos de Providencia por su parte
presentan un pedunculo caudal mas grande y la boca dirigida mas hacia arriba. Los
principales puntos de variacion se encuentran ubicados en la base de las aletas dorsal (LM
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3y4), caudal (LM 5y 6)yanal (LM 7y 8), en la posicion de la boca, el supraoccipital y la
base del opérculo (LM 1, 2 y 10) (Figura 3-12).

Figura 3-11: PCA de los machos de P. vetiprovidentiae de San Andrés (puntos azules) y
Providencia (puntos rojos), (contribucion pcl= 46% y pc2= 18%).

Contribucién PC1y PC2 = 0.64

PC2=0.18

PC1=0.46

Figura 3-12: Comparacion entre las conformaciones encontradas para las machos de
Poecilia vetiprovidentiae presentes en las islas de San Andrés (azul) y Providencia (rojo).
Las flechas rojas indican la direccion de cambio en las principales divergencias
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4. Discusion

4.1 Variabilidad Morfolégica.

En particular, los poecilidos se han constituido en un importante modelo en el estudio de
los efectos de la seleccién natural divergente (DNS) en la variacion fenotipica, al
proporcionar fuertes evidencias acerca del rol de la depredacién en la contribucién de la
evolucién fenotipica de los peces. (Endler, 1995; Reznick et al., 2008Langerhans, 2010).
En el presente estudio se encontraron diferencias significativas, tanto en tamafio como en
conformacion, entre las poblaciones de P. vetiprovidentiae como de G. aestiputeus
presentes en las islas de San Andrés y Providencia, en donde las poblaciones de
Providencia presentan individuos mas grandes tanto para P. vetiprovidentiae como para
G. aestiputeus.

4.1.1 Tamafo del cuerpo

En un estudio realizado por Araujo et al. (2014) se observa que la variacion en el tamafio
de las poblaciones de Poecilia vivipara aporta 66% de la variacion de la forma en hembras
y 38% en machos, indicando que la variacion en la forma entre poblaciones puede ser una
respuesta indirecta a los cambios en el tamafio. Para el caso de las poblaciones de Poecilia
y Gambusia evaluadas en este estudio, es probable que las diferencias en la conformacion
también se encuentren asociadas a las diferencias en tamafio, ya a que en todos los casos
se encontrd efecto alométrico en la variacion de la forma. Este efecto pudo ser corregido
estadisticamente en las hembras de Gambusia y los machos de Poecilia, en donde se
pudo observar que las variaciones de la forma entre poblaciones aun presentaban
diferencias significativas libres del aporte que realiza el tamafio, lo cual es congruente con
los resultados de Araujo et al. (2014) en donde los componentes no alométricos de la forma
solo explican 24% y 12% de la variacion de hembras y machos respectivamente,
comparado con 66% y 38% de la variacion de la forma asociada con los cambios en el
tamafio del cuerpo.

En contraste, para el caso de las hembras de Poecilia, no fue posible eliminar los
componentes alométricos de la forma, debido a que presentaron diferencias en las
pendientes alométricas, indicando un patrén de crecimiento y tamafio independiente entre
los sitios. De esta manera, similar a lo encontrado por Araujo et al. (2014) en P. vivipara,
es probable que los procesos que se encuentran dirigiendo los cambios en el tamafio, sean
determinantes en la diversificacion de la conformacion del cuerpo en P. vetiprovidentiae y
G. aestiputeus.
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Ahora bien, dentro de los factores de seleccién cominmente estudiados e involucrados
con las divergencias en la forma del cuerpo entre poblaciones de la misma especie se
encuentran: el flujo del agua (arroyos /lagos) (Langerhans et al., 2003), el habitat
uso/eficiencia en la alimentacién y la depredacioén/rendimiento de escape (Walker, 1997,
Ghalambor et al., 2004; Langerhans y DeWitt, 2004; Langerhans et al., 2004) y el gradiente
de salinidad (Gomes y Monteiro, 2008; Martin et al., 2009; Araujo y Monteiro, 2013; Araujo
et al., 2014). En el caso especifico del tamafio, existe evidencia en P. vivipara que indica
una asociacion positiva entre el tamafio del cuerpo y la salinidad (Neves y Monteiro, 2003;
Gomes y Monteiro, 2008; Araujo y Monteiro, 2013; Araujo et al., 2014), asi mismo en el
caso de Poecilia latipinna y Gambusia affinis se encontré un alto grado de plasticidad en
sus rasgos de historia de vida, en los cuales los individuos crecian mas rapido y
alcanzaban un mayor tamafo del cuerpo en aguas salobres que en agua dulce (Trexler y
Travis, 1990; Martin et al., 2009). Teniendo en cuenta lo anterior, es evidente que dentro
de los agentes de seleccién que influyen en la variacion del tamafio y la forma, la salinidad
es un factor comun, y esta puede influenciar de manera directa sobre el crecimiento (Boeuf
y Payan, 2001) o de manera indirecta, ya que puede ser un resultado de las diferencias en
la toma de energia la cual estan determinada por la competencia por alimento y/o
relacionada con la productividad del medio, y estas a su vez covarian con la salinidad o el
régimen de depredacion (Araujo et al., 2014).

4.1.2 Variacion de la forma

Las diferencias en la conformacion del cuerpo encontradas en P. vetiprovidentiae y G.
aestiputeus en el presente estudio, se encuentran localizadas principalmente en los puntos
ubicados en la cabeza y en el pedinculo caudal, lo cual se traduce en el tamafio y forma
de la cabeza, ubicacién de la boca y en el tamafio y forma del pedinculo caudal. Varios
estudios realizados con poecilidos sugieren que la evolucién de la conformacion del cuerpo
es el resultado de una respuesta adaptativa a gradientes de depredacion entre las
poblaciones. De tal manera se observa una tendencia a presentar cabezas mas ahusadas
y pedunculos caudales mas robustos en ambientes sujetos a depredacion, ya que esta
conformacion puede favorecer una respuesta rapida en el momento de escapar de un
depredador y, en el caso contrario, las poblaciones que estan libres de depredadores
presentan una region caudal relativamente mas pequefia y una region craneal mas grande,
debido a que esta forma del cuerpo minimiza la resistencia al avance durante la natacion
constante y como consecuencia es favorecida por seleccién (Langerhans et al., 2004,
2007; Gomes y Monteiro, 2008; Langerhans, 2009; Langerhans y Makowicz, 2009;
Langerhans y Reznick, 2009; Araujo et al., 2014).

Adicionalmente, en el trabajo realizado por Lasso et al. (2015) se puede evidenciar que las
poblaciones de poecilidos tanto de San Andrés como de Providencia comparten habitat
con otras especies de peces, dentro de las cuales existen posibles depredadores tanto
para P. vetiprovidentiae como para G. aestiputeus (Tabla 4-1).
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Tabla 4-1: Presencia de peces asociados al habitat de las poblaciones de Poecilia y
Gambusia presentes en las islas de San Andrés y Providencia.

Presencia por lugar

Posibles depredadores - - -
Providencia | San Andrés

Familia Megalopidae Megalops atlanticus X
Familia Anguillidae Anguilla rostrata X
Familia Belonidae Strongylura marina X
Familia Syngnathidae | Microphis brachyurus X
Familia Centropomidae | Centropomus sp.
Dormitator maculatus X X
Familia Eleotridae Eleotris sp.
Gobiomorus dormitor X
. N Agonostomus monticola X
Familia Mugilidae .
Mugil sp. X X

Por lo anterior y teniendo en cuenta la similitud en la ubicacion de las diferencias en
conformacion encontradas en el presente trabajo con relacidbn a los trabajos arriba
mencionados, es posible que las poblaciones de P. vetiprovidentiae y G. aestiputeus estén
sujetas procesos de seleccion natural divergente asociado a factores ecolégicos como
gradientes en la depredacion, en la disponibilidad de alimento y salinidad entre otros.

4.2 Variacion mitocondrial

De acuerdo con los resultados obtenidos con los marcadores mitocondriales empleados,
las especies P. vetiprovidentiae y G. aestiputeus presentes en las islas de San Andrés y
Providencia son entidades diferentes a P. sphenops y G. nicaraguensis respectivamente,
las cuales ademas presentan una distribucion continental.

De esta manera, es interesante ver que teniendo en cuenta lo encontrado por Alda et al.
(2013) en donde evidencia la monofilia del grupo “CA poecilia”, nuestros resultados ubican
a P. vetiprovidentiae (bootstrap 89%) en el linaje mitocondrial del complejo P. mexicana,
junto con las especies P. butleri, P. mexicana, P. orri, P. gillii y P. hondurensis (bootstrap
97%). Mientras que el complejo P. sphenops esta compuesto por las especies P. sphenops
y P. catemaconis. Lo anterior concuerda con los trabajos realizados por Alpirez Quesada
(1971) y Ptacek y Breden (1998) en donde proponen una diferenciacion de dos complejos
de especies para el grupo de los poecilia aleta corta (short-fin poecilia); el complejo P.
sphenops y el complejo P. mexicana. Adicionalmente, esta propuesta es validada a partir
de los resultados obtenidos por Alda et al. (2013), ya que evidencia que el grupo de
poecilidos de aletas cortas de Centro América (CA short-fin poecilia) es monofiletico y
cuenta con dos linajes mitocondriales divergentes, los cuales corresponden a los
complejos P. sphenops y P. mexicana propuestos. La estructura filogenética encontrada
en este trabajo, apoya la estructura filogeografica observada para CA poecilia, la cual
sugiere largos periodos de aislamiento debido a eventos vicariantes seguidos de
expansiones recientes, probablemente facilitados por la tolerancia fisiolégica a la salinidad,
durante las etapas iniciales de la formacion del istmo de Panama (Alda et al., 2013).
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Adicionalmente, el presente trabajo mostré que Gambusia lemaitrei, presente en el
departamento de Bolivar — Colombia, es el clado hermano de G. aestiputeus (bootstrap
98%), evidenciando asi un fuerte vinculo entre las islas de San Andrés y Providencia con
elementos suramericanos. Finalmente, se observa una concordancia entre los resultados
obtenidos y los patrones espaciales y temporales de la filogenia de los poecilidos, seguin
Hrbek et al. (2007), lo cual apoya el modelo de dispersién de los poecilidos debido
principalmente a un evento de colonizacion de centro y norte América que probablemente
ocurrio a través de las Grandes Antillas, alrededor de la transicion entre el Eoceno —
Oligoceno, lo cual es compatible en tiempo con la hipétesis de GAARIandia, que plantea
gue durante ese periodo las tierras antillanas y la porcién noroccidental de América del Sur
estuvieron brevemente conectadas (2-3 millones de afios) por un landspan (proyeccion de
tierra 0 conexién subaérea entre un continente y una o mas islas situadas fuera del limite
de la plataforma continental), conexion que estuvo centrada en la entonces emergida
Cresta de Aves; esta estructura (Antillas Mayores y Cresta de Aves) se denominé
GAARIlandia (Greater Antilles — Aves Ridge), y tuvo lugar alrededor de 35 — 33 x10° afios
atras (Iturralde — Vinent y MacPhee, 1999; Hrbek et al., 2007; Echeverry, 2011).
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