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Resumen y Abstract Vi

Resumen

El atin de aleta negra Thunnus atlanticus (Scombriformes: Scombridae), es un pez de
pequefio tamafio ampliamente distribuido en el Atlantico occidental y el Caribe. Este
estudio desarroll6 y caracterizd 60 loci microsatélites con motivos de repeticion tri-, tetra-,
y penta-nucleétidos. De los 24 loci polimérficos encontrados, 16 se utilizaron en 138
muestras para estimar a escala fina, la diversidad y estructura genética de T. atlanticus en
varios sitios del archipiélago colombiano de San Andrés, Providencia y Santa Catalina.
Ademas, este estudio compard la organizacién gendmica de la mitocondria en ocho
miembros del género Thunnus y una especie de atun filogenéticamente relacionada. Los
resultados genético-poblacionales demuestran que T. atlanticus exhibe altos niveles de
diversidad genética y esta conformado por dos grupos genéticos reproductivamente
aislados. Adicionalmente, la mitogendmica comparada mostré que la organizacién del
genoma mitocondrial es altamente conservada en este grupo de atunes y que las
relaciones filogenéticas del género se conservan al aumentar el nUmero de genes
codificadores de proteinas. La exclusion de los genes ATP6 y COIll cambid, sin embargo,
la topologia de uno de los grupos indicando que estos dos genes dominan las relaciones
filogenéticas evidenciadas por los genes mitocondriales. La informacién generada sirve de
base para la seleccion de medidas regionales y locales de manejo de este recurso
pesquero en la regién Caribe y contribuye al conocimiento de la evolucién del género

Thunnus.

Palabras claves: secuenciacién de préxima generacion, stocks genéticos, marcadores
moleculares, atun, diversidad genética, mitogenémica comparada, filogendmica,

mitogenoma.
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Abstract

The black fin tuna Thunnus atlanticus (Scombriformes: Scombridae), is an epipelagic
small-sized fish widely distributed in the western Atlantic and the Caribbean. This study
characterized and developed 60 microsatellite loci with tri-, tetra- and penta- nucleotide
repetition motifs. Sixteen of the twenty-four polymorphic loci found, were used on 138
samples, to estimate on a fine scale, the diversity and genetic structure of T. atlanticus in
several sites of the Colombian archipelago of San Andrés, Providencia and Santa Catalina.
Furthermore, this study compared the mitochondrial genomic arrangement of eight
member of the genus Thunnus and a phylogenetically related tuna species. The results of
the population genetics study reveal that T. atlanticus exhibits high levels of genetic
diversity and a composition of two reproductively isolated genetic groups. Additionally,
compared mitogenomics showed that the mitochondrial genomic arrangement is highly
conserved in this group of tunas; as well as conserved phylogenetic relations of the genus
while increasing the number of protein encoding genes. However, the exclusion of genes
ATP6 y COIll varied the topology of one of the groups, indicating that these two genes
control phylogenetic relations evidenced by mitochondrial genes. The information obtained
is useful to determine regional and local agreements on the management of this fishery
resource in the Caribbean region as well as contribute to the knowledge of the evolution of
the genus Thunnus.

Key words: next generation sequencing, genetic stocks, molecular markers, tuna,

genetic diversity, compared mitogenomics, phylogenomics,mitogenomics.
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Introduccioén

El atin de aletas negras Thunnus atlanticus, es una de las ocho especies pertenecientes
al género Thunnus de la familia Scombridae. Esta especie pequefia es dioica, no presenta
dimorfismo sexual en su morfologia externa, los picos reproductivos van desde abril a
noviembre en la region de La Florida, la fertilizacién es externa y se piensa que los desoves
suceden en aguas claras oceanicas (Idyll & Silva, 1963). Su distribucién esta limitada al
Atlantico Occidental (desde el sur de Brasil hasta el Norte de Trinidad y Tobago incluyendo
las Antillas menores; Cape Cod, Bermuda) y la Cuenca del Caribe (Rosa 1950; Morice and
Cadenat, 1952; Mather and Day, 1954; Mather and Gibbs, 1957; Springer and Bullis, 1956).

El atin de aletas negras tiene importancia a nivel de pesquerias artesanales en conjunto
con otros peces de habitos pelagicos y demersales someros, entre las cuales estan la
saltona Ocyurus chrysurus, la sierra Acanthocybium solandri, la barracuda Sphyraena
barracuda, el dorado Coryphaena hippurus, la saltona negra Elagatis bipinnulata, el turbit
Canthidermis sufflamen y el bonito rayado Katsuwonus pelamis (Castro, 2005; Bent, 2006;
Ballesteros et al., 2010). A pesar de que esta pesqueria es de pequefia escala, hay indicios
gue apuntan a una condicion de sobrepesca (Grandas y Castro 2004; Castro, 2005; Castro
et al.,, 2007), por lo que se requieren medidas de manejo sustentadas en estudios

cientificos.

Aun cuando la efectividad de las estrategias de conservacién y sostenibilidad de recurso
de T. atlanticus dependen en buena medida de la estructura poblacional de la especie,
existe un desconocimiento del numero real de grupos (stocks) genéticos
reproductivamente aislados. Actualmente los modelos de manejo suponen la existencia de
stocks genéticos Unicos para la especie, pero esta suposiciéon debe ponerse a prueba
debido a que se ha demostrado estructuracion geografica en poblaciones de otras
especies de la familia Scombridae de mayor talla, importancia econémica y alta capacidad
de migracioén tales como Thunnus thynnus, T. albacares, T. orientalis, entre otros (Albaina
et al., 2013).



2 Introduccién

Debido a su importancia econdmica en la pesca artesanal, los estudios de T. atlanticus se
han direccionado principalmente a la parte biolégica pesquera (Taquet et al., 2000;
Headley et al., 2008). En contraste, los estudios genéticos son escasos y se han orientado
a dilucidar las relaciones filogenéticas del género (Chow et al., 2006; Miya et al., 2013).
Mas aun, a la fecha no se cuenta con estudios genético-poblacionales de la especie aun
cuando recientemente se desarrollaron 15 loci microsatélites con motivos de repeticion de
di-nucledtidos (Antonni et al., 2014). Este tipo de estudios podrian beneficiarse ademas del
desarrollo de loci microsatélites con motivos de repeticion méas largos para prevenir
potenciales errores de genotipificacion asociados a motivos de di-nucleétidos (Shinde et
al., 2003). Por lo anterior, en este trabajo se desarrollaron nuevos loci microsatélites
polimorficos para estimar el grado de estructuracion genética de las poblaciones naturales
de T. atlanticus. Ademas, los datos genéticos se utilizaron para contrastar la hipétesis de
gue T. atlanticus estd conformado por poblaciones genéticamente estructuradas en el
archipiélago de San Andrés, Providencia y Santa Catalina.

De otro lado, se cuenta con la secuencias de los mitogenomas completos de los ocho
miembros del género Thunnus (Manchado et al. 2004; Broughton and Reneau 2006; Li et
al. 2014; Chen et al. 2014; Marquez et al., 2014) pero se desconoce la organizacion del
mitogenoma y sus relaciones evolutivas con otros miembros del género. Dado que
Thunnus estd conformado por especies de aguas tropicales y templadas, el presente
trabajo reviso si los resultados de T. atlanticus son concordantes con la hipétesis de que
el alto contenido de G+C esta asociado con aguas tropicales de temperatura alta (Dalgaard
& Garrett 1993; Galtier & Lobry 1997; Wang & Hickey, 2002). Ademas, el presente trabajo
averigud si la inclusion de un mayor nimero de genes mitocondriales codificadores de
proteinas y que exhiben tasas mutacionales diferentes, afectan las relaciones filogenéticas
evidenciadas mediante el uso de las secuencias parciales de los genes ATP6 y COIll
(Chow et al., 2006).

Este documento se presenta en cuatro capitulos. El primero revisa aspectos generales de
la especie, los estudios genéticos y algunos aspectos de la organizaciéon genémica del
género Thunnus. El segundo capitulo describe el desarrollo de un nuevo grupo de loci
microsatélites con motivos tri, tetra y penta-nucleétidos y utiliza esta herramienta para
determinar la estructura genética de T. atlanticus en cuatro sitios del archipiélago de San
Andrés, Providencia y Santa Catalina. El tercer capitulo compara la organizacion del

mitogenoma y sus relaciones filogenéticas dentro del género Thunnus y el Gltimo capitulo
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resume las principales conclusiones y recomendaciones derivadas de este trabajo. Asi,
este trabajo constituye una etapa previa para evaluar el estado actual de las especies en
términos de diversidad con el fin de elaborar programas de manejo y conservacién mas

coherentes que contribuyan a la preservacion de este importante recurso pesquero.






1. Estado del arte

1.1 Generalidades de Thunnus atlanticus

El Atan de aletas negras Thunnus atlanticus (Scombriformes, Scombridae) es uno de los
miembros méas pequefios del género Thunnus cuyo tamafio medio es de 72 cm longitud
de horquilla, longitud méaxima hasta 100 cm y pesa entre 6-7 Kg. Es una especie
epipelagica oceanica, que se encuentra en aguas entre 20-26°C. Su distribucién
comprende el Atlantico Occidental y la Cuenca del Caribe (Rosa 1950; Morice and
Cadenat, 1952; Mather and Day, 1954; Mather and Gibbs, 1957; Springer and Bullis, 1956
En: idyll vy Sylva, 1963 ) (Figura 1-1)

» CHANGE BASEMAP 3
erica

South America

Figura 1-1: Mapa de Distribucion de Thunnus atlanticus (en amarillo) tomado y modificado
de http://maps.iucnredlist.org/map.html|?id=155276 : consultada el 28 de Septiembre de
2013
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Normalmente forma grandes cardimenes que pueden estar mezclados con Katsuwonus
pelamis. Se alimenta de pequefios peces, anfipodos, cangrejos, estomatépodos y larvas
de decépodos. La pesqueria mas grande se encuentra en Cuba en donde se utiliza como

carnada viva en pesquerias de grandes peces pelagicos.

No exhibe dimorfismo sexual en su morfologia externa, la fertilizacién es externa, los
desoves se realizan en mar abierto, lejos de la costa y sus picos reproductivos varian de
acuerdo a la zona: mayo en La Florida y entre finales de junio a septiembre, en el Golfo de
México. La larva tiene un tiempo de permanencia en la columna de agua de dos semanas
al igual que los demés Scombridae; posteriormente su crecimiento es rapido y tienen
movilidad y exhiben fidelidad por el sitio de crianza.

1.2 Estudios genéticos en Thunnus

El término “stock” es un concepto utilizado en las pesquerias para referirse a las
poblaciones, definiéndolo como grupo intraespecifico de individuos que se aparean al azar
con integridad temporal y espacial (Ihssen et al., 1981). De acuerdo con esta definicion, el
flujo génico es limitado entre stocks relacionados y en consecuencia, la definicién de la
estructura de un stock permitira plantear mejores medidas de manejo para una pesca

responsable y sustentable.

El manejo adecuado de las pesquerias siempre ha sido un gran reto (Ward, 2000),
teniendo en cuenta que muchas veces se cuenta con informacioén limitada referente a la
especie, estructura del stock, historia de vida, tamafio del stock, entre otros. La
identificacion de la estructura y el numero stocks pesqueros ha sido estudiado por medio
de herramientas genéticas desde la década de los 60, mediante el uso de varios tipos de
técnicas genéticas entre las que encontramos: aloenzimas, polimorfismo en la longitud de
fragmento de restriccion (en inglés, Restriction fragment length polymorphism, RFLP),
secuenciacion de ADN Mitocondrial y microsatelites (Susuki, 1962, Fujino et al., 1969,
Graves et al., 1984 y Dammanagoda, 2007). De las ocho especies del género, T. atlanticus
es una de las tres que no ha sido estudiada a nivel genético poblacional hasta la fecha
(Tabla 1-1).
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Tabla 1-1: Estudios genético poblacionales de algunos miembros de la familia Scombridae.

Cita
Especie Técnica Hallazgo - -
P g Bibliografica
Se evidencio ligera estructuracion .
. , L. Fujino et al.,
Aloenzimas entre los dos océanos Atlantico y
. 1969
Pacifico
RELP Se evidencio flujo genético entre Graves et al.,
poblaciones del Atlantico y Pacifico 1984
Secuenciacién  Se evidenciaron cuatro stocks
- ) Menezes, et al.,
Katsuwonus ADN genéticos coexisten en la zona
) . . . 2012
pelamis Mitocondrial costera de la India.
El estudio evidencia la presencia
de dos stocks, presentes en las
. . aguas de Sri Lanka, los autores Dammannagoda,
Microsatelites . . .
infieren que posiblemente sea etal, 2011
debido a migraciones alimenticias o
reproductivas.
Se evidencio flujo genético en el .
i , i . Pujolar, et al.,
Mediterraneo ni el Cantabrico, lo 1998
gue supone una sola poblacion
Se evidencio flujo genético entre
. las poblaciones del Atlantico y el
Aloenzimas o .
Mediterraneo, sin embargo, la .
. , Pujolar, et al.,
aloenzima SOD-1* demostro leve 2003
estructuracion entre el este del
mediterraneo y el Atlantico y Oeste
del Mediterraneo
Thunnus . - - — -
thvnnus RELP No evidencia de flujo genético entre Pujolar, et al.,
y el Mediterraneo y el Cantabrico. 1998
Se desarrollaron 25 cebadores
para la especie Thunnus thynnus Clark, et al.,
thynnus por medio de clonacién de 2004

Microsatélites

fragmentos.

Se evidencio Flujo genético en el
oeste del mar Mediterraneo, sin
embargo, se demuestra diferencias
entre el oeste y este del
Mediterraneo.

Carlsson, et al.,
2004
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Tabla 1-1 (Continuacion): Estudios genético poblacionales de algunos miembros de la
familia Scombridae.

Especie

Técnica

Hallazgo

Cita Bibliografica

Thunnus
alalunga

Aloenzimas

Se evidencio flujo genético en las
poblaciones de Thunnus alalunga, del
Atlantico y las localidades del
Mediterraneo.

Pujolar, et al.,
2003

RFLP

Se evidencio flujo genético entre los
océanos Pacifico y Atlantico, sin
embargo existe un mayor flujo entre las
localidades del Atlantico

Chow, et al., 1995

Secuenciacion
ADN
Mitocondrial

Se evidencio estructuracién entre las
poblaciones del Atlantico occidental y el
Mediterraneo, este resultado es
concordante con los patrones de
migracion reproductivo descritos
anteriormente.

Vifias, et al., 2004

Microsatélites

Se evidencio la estructuraciéon entre Los
océanos Pacifico y Atlantico y
adicionalmente el Mar Mediterraneo.
Adicionalmente, este estudio pudo
demostrar ciertos niveles de
estructuracion entre diferentes
localidades del norte del Atlantico y al
igual estructuracién por primera vez
entre poblaciones del Mar Mediterraneo

Davies, et al.,
2011

Thunnus
obesus

RFLP

Se evidencio la existencia de estructura
poblacional en el océano Atlantico en
comparacion de las localidades de los
océanos indico y Pacifico, en los cuales
se observo flujo genético.

Alvarado, et al.,
1998

Secuenciacion
ADN
Mitocondrial

Evidencia de bajo flujo genético entre el
Océano Indico-Pacifico y Atlantico.

Chow, et al., 2000

se evidencio flujo genético, entre las
localidades de Sur del mar de China, Mar
de Filipinas y oceano Pacifico
Occidental.

Chiang, et al.,
2006

Se evidencio flujo genético en el océano

Martinez, et al.,

Atlantico 2006
Se evidencio flujo genético entre el Chiang, et al.,
océano Indico y Pacifico. 2008

Microsatélites

Se evidencia la existencia de flujo
genético en el stock del océano pacifico.

Gonzales, et al.,
2008
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Tabla 1-1 (Continuacion): Estudios genético poblacionales de algunos miembros de la
familia Scombridae.

Especie Técnica Hallazgo Cita
Bibliogréfica
Se evidencia estructuracion genética
L, ) . 9 . Chen Wu, et
Secuenciacion  entre el occidente del océano Pacifico y
. . al., 2010
ADN el oeste del océano Indico.
Thunnus . . - - — -
Mitocondrial Se evidencio estructuracién en las aguas Rosalia, et
albacares . L .
pertenecientes a la region de la India. al., 2013
Se evidencio flujo genético entre
Microsatélites diferentes localidades del Pacifico Appleyard, et
occidental. Se utilizaron Microsatélites al., 2001
disefiados para la especie T. alalunga,
Se evidencio flujo genético entre las
Thunnus : . . Grewe et al.,
. Aloenzimas localidades del sur y occidente de
maccoyii 1997

Australia, sur de Africa y Tasmania

Dentro de las técnicas utilizadas para estudios de genética de poblaciones, las aloenzimas
constituyen una de las mas utilizadas en los estudios de identificacion de peces en la
variacion de los stocks de los atunes; sin embargo, en muchos casos su insensibilidad a
los cambios en una escala temporal corta, ha generado controversia entre los diferentes
autores (Dammanagoda, 2007). La mayoria de estudios realizados con esta técnica han
demostrado ligera hetereogeneidad entre diferentes localidades en diferentes especies (T.
thynnus, T. albacares, T. macooyi y K. pelamis) (Susuki, 1962, Fujino et al., 1969; Pujolar
et al., 1998). En la década de los 80, diferentes autores encontraron diferencias en las
poblaciones de K. pelamis, estos hallazgos, permitieron argumentar que el origen de la
especie ocurrio en el océano Indico y posteriormente fue ocupando otras zonas tropicales
(Fujino et al., 1980).

De manera similar, los estudios de RFLP han sido altamente controvertidos debido a que
la técnica presentaba un alto porcentaje de datos perdidos (Dammanagoda, 2007). Pese
a lo anterior, los RFLPs corroboraron resultados encontrados con las aloenzimas y en
muchos casos demostraron un panorama diferente. En T. obesus se demostro la existencia
de flujo génico (Alvarado Bremer, Stequert, Robertson, & Ely, 1998). En T. alalunga
también se evidencié flujo génico en las stocks del Atlantico norte y sur y el Pacifico, el

cual fue mayor flujo entre las localidades del Atlantico (S. Chow & Ushiama, 1995).
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De otro lado, el ADN mitocondrial ha sido ampliamente utilizado para el estudio de la
estructura del stock de varios grupos de peces. Este tipo de técnica ha permitido realizar
estudios filogenéticos y establecer diferencias en la estructura del stock de algunas
especies, permitiendo observar al menos cuatro stock en T. albacares en los Océanos
Indico, Atlantico, Pacifico central, oriental y occidental (Dammanagoda, 2007). En el caso
del T. thynnus se logr6 evidenciar la existencia de dos poblaciones en la cuenca del
Mediterraneo, diferenciadas en la parte este y oeste (Carlsson et al., 2004). Sin embargo,
en los ultimos afos diferentes investigadores han preferido el uso de microsatélites para
el estudio de genética de poblaciones teniendo en cuenta que la informacion proveniente

del ADN mitocondrial proviene de informacién uniparental (Dammanagoda, 2007).

Finalmente, la informacién obtenida con microsatélites (repeticiones en tandem de uno a
seis nucledtidos ampliamente dispersos en el genoma de muchos eucariontes; (Klug,
Cummings, & Spencer, 2008), ha permitido encontrar diferencias entre poblaciones en
diferentes localidades (Appleyard, 2002, Carlsson, 2004, 2006, Dammanagoda, 2007,
2011, Davies et al., 2011). Pese a los avances en la obtencion de informacion, aun es
desconocido muchos aspectos de muchos peces grandes pelagicos teniendo en cuenta la
dificultad en los regimenes de muestreo y los altos costos y tiempos requeridos para el

desarrollo de microsatélites.

Anteriormente el desarrollo de microsatélites para especies no modelo requeria de una
gran esfuerzo técnico debido a la creacién de las librerias enriquecidas, la clonacion, la
hibridacion para detectar los clones que podian ser utilizados, el aislamiento del plasmido
y la secuenciacion por el método SANGER (Castoe et al., 2010). Debido a que este
procedimiento debe repetirse para las especies que se pretendan evaluar, es bastante
dispendioso para los investigadores el desarrollo de estos valiosos marcadores nucleares.
Teniendo en cuenta lo anterior, se han desarrollado tecnologias de nueva generacion que
han permitido el desarrollo de microsatélites de novo (Metzker, 2010) sin dejar a un lado
gue la creacion de microsatelites especie especifico evitan problemas en la evaluacién de
las poblaciones (Gen-Hua, Kovacs, & Orban, 2010) . Con los avances de nuevas
tecnologias es posible desarrollar en menor tiempo un gran numero de pequefios reads
(lecturas) de secuencias gendémicas aleatorias en un corto tiempo y a un costo
relativamente baja (Plough & Marko, 2014). Adicionalmente este gran numero de reads
permiten tener una idea de las repeticiones genéticas y la evolucion de los microsatelites.

Estos nuevos avances han revolucionado los estudios genéticos permitiendo la evaluacion
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de muchas especies y el estudios de genomas antiguos.

Por otra parte, los estudios relacionados con la mitocondria de Thunnus, han sido aplicados
a la discriminacion entre las especies que conforman el genero, con base en secuencias
parciales de Cytocromo B, ATPasa y la regién control. A un cuando solo se ha descrito la
mitocondria completa de T. thynnus (Manchado, Catanese, & Infante, 2004), T. orientalis
(Chen et al., 2014) y T. atlanticus (Marquez et al., 2014), en bases de datos publicadas en
la pagina del NCBI,es posible encontrar las secuencias codificantes (CDS) y la region
control de siete de las ocho epecies del género. Con todos los mitogenomas descritos para
el género, es posible la comparacidén entre especies permitiendo tener una mirada mas

aproximada a la relacién entre los congéneres de Thunnus






2. Desarrollo y caracterizacion de nuevos loci
microsatélites polimérficos para estudios
genético-poblacionales de Thunnus atlanticus

2.1 Resumen

El atin de aleta negra Thunnus atlanticus (Scombriformes: Scombridae), es un pez de pequefio tamafio
ampliamente distribuido en el Atlantico occidental y el Caribe. Este estudio desarrollé y caracterizé6 60
microsatelite loci con motivos de repeticion tri-, tetra-, y penta-nucleotidos. De los 24 loci microsatelites
polimdérficos encontrados, 16 se evaluaron en 138 muestras, para evaluar su habilidad para estimar a escala
fina, la diversidad y estructura genética de T. atlanticus en varios sitios del archipiélago colombiano de San
Andrés, Providencia y Santa Catalina. Los resultados demuestran que T. atlanticus exhibe altos niveles de
diversidad genética, los cuales estan en el rango descrito para otros peces marinos y congéneres. Ademas, el
andlisis de la estructura genética de T. atlanticus evidenci6é que las poblaciones de esta especie conforman
dos grupos genéticos reproductivamente aislados, los cuales se distribuyen de manera no uniforme por los
sitios del archipiélago. La informacién generada sirve de base para la seleccion de medidas regionales y locales
de manejo de este recurso pesquero en la region Caribe.

Palabras claves: secuenciacién de proxima generacion, stocks genéticos, marcadores moleculares, atun,
diversidad genética.

2.2 Abstract

The black fin tuna Thunnus atlanticus (Scombriformes: Scombridae), is an epipelagic small-sized fish widely
distributed in the western Atlantic and the Caribbean. This study characterized and developed 60 microsatellite
loci with tri-, tetra- and penta- nucleotide repetition motifs. Sixteen of the twenty-four polymorphic loci found,
were used on 138 samples, to estimate on a fine scale, the diversity and genetic structure of T. atlanticus in
several sites of the Colombian archipelago of San Andrés, Providencia and Santa Catalina. Results show that
T. atlanticus exhibits high levels of genetic diversity, which are within the range described for other marine fishes
and congeners. Additionally, the genetic structure analysis of T. atlanticus evidenced that populations of this
species constitute two reproductively isolated genetic groups, which distribute unpredictably through the sites
of the archipelago. The information obtained is useful to determine regional and local agreements on the

management of this fishery resource in the Caribbean region.

Key words: next generation sequencing, genetic stocks, molecular markers, tuna, genetic diversity.
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2.3 Introduccidn

El atin de aleta negra Thunnus atlanticus (Scombriformes: Scombridae), es un pez de
pequefio tamafio ampliamente distribuido en el Atlantico occidental, desde el sur de Brasil
a Cape Cod Bermuda y el Caribe (1952; Mather y Day, 1954; Mather y Gibbs, 1957;
Springer y Bullis de 1956 En: idilio y Silva, 1963). A pesar de que la mayor parte de las
capturas del atin de aleta negra se obtienen a través de la pesca artesanal en la mayoria
de localidades que comprenden su ambito de distribucion, esta pesqueria de pequefa
escala ha registrado indicios de sobreexplotacién (FAO, 2014). Por otra parte, no existen
acuerdos de gestion regional en este atln, considerado un recurso pesquero importante

en diferentes paises (Mathieu et al., 2013).

El atin de aleta negra no tiene dimorfismo sexual en la morfologia externa y la proporcion
sexual estd sesgada hacia machos probablemente por la alta tasa de mortalidad de las
hembras, hostilidad del macho durante el cortejo, predacién de las hembras durante los
periodos de desoves y selectividad de los artes de pesca (Garcia Coll et al., 1984,
Schaefer, 1998). Esta especie presenta patrones de desove regionalmente confinados y
prolongados (Schaefer, 2001); sin embargo, se han registrado algunos picos reproductivos
maximos asincronicos en diferentes regiones del Caribe y Atlantico (Idyll y De Silva, 1963;
Pomare, 1999; Rojas y Pomare, 2011). Incluso en la regién ecuatorial se propone que la
reproduccién ocurre a lo largo del afio debido a la influencia de la temperatura (Hunter &
Goldberg, 1980; Hunter & Macewicz 1985, Travassos et al., 1999; Bezerra et al., 2013).

El nimero de grupos poblacionales genéticamente aislados ha sido poco estudiados; sin
embargo, algunas observaciones sugieren que T. atlanticus puede tener estructuracion
genética a lo largo de su ambito de distribucion. Por ejemplo, el atlin de aleta negra parece
exhibir algan grado de fidelidad al sitio, al igual que dispersion de larga distancia (Luckhurst
et al., 2001, Sing-Renton, 2007). Adicionalmente, se ha evidenciado estructuracion
geografica o mezclas de stocks poblacionales en la misma localidad en varias especies de
la familia Scombridae tales como Thunnus thynnus, Thunnus albacares, Thunnus orientalis
(Albaina et al., 2013) and Katsuwonus pelamis (Dammannagoda, Hurwood, & Mather,
2011).

Para el analisis de la genética poblacional de la especie, se han desarrollado hasta fecha

un grupo de 15 microsatelite loci dinucleotidos (Antonni et al., 2014); sin embargo, es
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deseable el desarrollo de loci microsatélites con motivos de repeticibn mas largos para
prevenir potenciales errores de genotipificacion asociados a los motivos de repeticion di-
nucledtidos (Shinde et al., 2003). Con el fin de complementar los marcadores moleculares
disponibles para T. atlanticus, este estudio desarrolld y caracterizd 60 microsatelite loci con
motivos de repeticion tri-, tetra-, y penta-nucleétidos. Adicionalmente, un subgrupo de 16
microsatelites loci se evaluaron en 138 muestras, para evaluar su habilidad para estimar a
escala fina, la diversidad y estructura genética de T. atlanticus en varios sitios del

archipiélago colombiano de San Andrés, Providencia y Santa Catalina.

2.4 Materiales y Métodos

2.4.1 Recoleccion y Almacenamiento de las
muestras

Se recolectd un total de 180 muestras de tejido muscular de la zona dorsal de cada animal,
las cuales fueron almacenadas y preservadas en alcohol al 96% hasta su procesamiento.
El muestreo se realiz6 en febrero, marzo (San Andrés) y mayo (Providencia y Serrana) de
2012 y en julio y agosto de 2015 (Bolivar). En las Islas de San Andrés (27), Providencia
(64) y Bolivar (46), las muestras se recolectaron en los sitios de desembarque de pesca
artesanal, mientras que en el complejo arrecifal de Serrana (43), el muestreo se realizd
con la expedicion de recolecciéon de informacion de la abundancia y distribucién de caracol

pala realizado por la Gobernacion Departamental en 2012.

2.4.2 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 por medio del paguete comercial desarrollado por la casa
Thermoscientific (EE.UU) GeneJdet Genomic DNA Purification Kit, siguiendo las
especificaciones del fabricante. Para el efecto, a una cantidad aproximada de 20 a 25 mg
de las muestras almacenadas, se les adiciond 180 pl de solucion de digestion, 20 ul de
proteinasa K y se incubd a una temperatura de 56 C° durante tres a seis horas hasta
obtener una completa digestion. La mezcla anterior se homogenizé por medio de vértex
durante 15 s, se le adicion6 20 puL RNasa A y se incub6 a temperatura ambiente por 10
minutos. Posteriormente, se le adiciond 200 pL de solucién de lisis, 400 pL de etanol (50%),
se realiz6 una segunda homogenizacién y se deposité en una columna provista por el

paquete comercial GeneJET. La muestra anterior se centrifugd a 6000 x g por un minuto,
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se descarto el liquido resultante del proceso y se lavo dos veces utilizando las soluciones
buffer de lavado y condiciones de centrifugacion descritas por el fabricante. La columna se
transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 ml, se le adicion6 200 uL buffer de elusién, se incubd
durante 2 minutos a temperatura ambiente, se centrifugd a 8000x g y se almacend el DNA
contenido en el volumen de elusién. Finalmente, se realizaron pruebas de electroforesis

en gel de agarosa (Sambrook et al., 2011) con el fin de verificar la calidad del ADN extraido.

2.4.3 Identificacion de loci Microsatélites

En la base de datos de los reads obtenidos por pirosecuenciacion genomica de un
individuo de T. atlanticus (Marquez et al., 2016), se identificaron los loci microsatélites
potencialmente amplificables (con sitios de anclaje para cebadores), utilizando el script en
lenguaje Perl desarrollado por Castoe et al. (2010). Los cebadores se disefiaron usando el
software primer3 PLUS (versibn 0.4.0) y los loci potencialmente amplificables se

sometieron al andlisis de una PCR electrénica (ePCR, NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov;

Rotmistrovsky et al., 2004) para garantizar que los cebadores se alienaran con las cadenas
de ADN correctas. Se seleccionaron preferencialmente microsatélites con motivos de
repeticion de tres, cuatro y cinco nucle6tidos para prevenir errores potenciales de

genotipificacién asociados a repeticiones de dinucleétidos.

Para evaluar el nivel de polimorfismo a nivel experimental, se seleccionaron 50 pares de
cebadores (Tabla 2-1). Las reacciones de amplificacion se programaron en un
termociclador T100 (BioRad, USA), utilizando un volumen de final de 10uL, el cual contenia
1ul de buffer PCR (10X), 0.4 ul de MgCl; (50mM), 0.2 ul de dNTPs (10mM), 0.4 ul mezcla
de cebadores forward y reverse (0.5 pmol / ul ), 0.25 pl formamida (2.5 % v/v), 0.08 ul Taq
polimerasa Platinum de Invitrogen (0.05 U/ pl) y 1.3 pl ADN (20-40 ng / pl).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabla 2-1: Caracteristicas de los cebadores seleccionados para la evaluacién de
polimorfismo genético.

Loci Secuencia cebador (5'- 3" Motivo Rango pb Ta(°C)
F: TTCAGCAACACGTTTGAGCC
Ta 1 AAC 131-194 59
R: ATCACACAGCACTGTTCCCC
F: ATGGTTACCGTGGTTACGGC
Ta 5 ATC 117-318 60
- R: TCCTCACACCACACCTACCG
F: GAGACGTCTGTGGCAGGACC
Ta 6 ATC 122-285 56.5
- R: TTGAGCGAATGTGAAATGCC
F: TCTCACCTGCCTACCACAGC
Ta 11 ATCT 174-278 56.5
- R: CAGTGTCAGTTCTGCAATTCG
F: GAAGCAGGCTGTACGGAACC
Ta 14 AATC 198-270 59
- R: TGAAGCACTTTGAATTTCACTAACC
F: CACCACCCCTGTTGATTGG
Ta 16 ATCT 215-283 59
- R: GGGGATGAACGCTATTGACC
F: GCAACTTTGTTGTTGGCACG
Ta 17 ATCT 123-211 59
- R: CAGGTAGTGGGGCCTGTAGC
F: CGTCGTGTTTGGACAGAAGC
Ta 22 AATC 212-296 59
- R: TGCATGTTTATCAGTCAGGTGC
F: TATTTGGCTGAACAGTGGGC
Ta 24 ATCT 255-315 59
- R: GCCTGGCAAATAAACTCAGG
F: AACACTCACCCCTCTGCTCC
Ta 26 ATCTC  179-239 60
- R: ATTACCGCCACAAGCAAAGC
F: GGTGACACATATCCTGCATCC
Ta 29 ATATC 138-233 59
- R: CAGAGGTGTCATAGTTTGTTGAGG
F: AGCGAATTCTGCTGGAGAGC
Ta 31 AACTG 174-294 56
- R: CACAGTCTGGCATCATTGGC
F: CCTCAGGAATCCCAGAATGC
Ta 32 AACAC  207-352 56
- R: TTGGTCCTGTATAATCTTTGAATGC
F: GCGTGTAAACACAGGGAGCC
Ta 34 ATCT 153-289 56
- R: CACACTTAGCTCAGCAGGCG
F: AACCCTGCACCACTGAAAGC
Ta_36 ATCT 144-332 56
- R: TAGGTAGGCTGCAACATGCG
F: CATTTGGAAATTTGCCTTGG
Ta_ 37 ATCT 150-270 56
- R: GAAAGACATGTCATCCAGTCCC

F: TCAATCATCAGGCATCACCC
Ta_38 ATC 130-226 56
- R: GAATGAGGAAGGTCATACTTCAGG

F: TGGGGTTCTTTCTCTCACCG
Ta_39 TCTCC 134-354 56
- R: CCCCTTACCTCGCCTTGC
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Tabla 2 1 (Continuacion): Cebadores seleccionados para la prueba de polimorfismo, en la
tabla se registra su secuencia, motivo de repeticion, rango de frecuencias alélicas y
temperatura de alineamiento

Loci Secuencia cebador (5'-3") Motivo Rango pb Ta(°C)
F: CCTTGTTACAACCTTTCCTGAACC
Ta_ 41 ATCT 131-291 56
- R: GGACTCCCCTGTCTGTCTTCC
F: GCAAAATCATAATCACCACAAGC
Ta_43 ATC 103-199 56
R: GAGAGAGGAGGCCGACTGG
F: GGTCAACAACATAAGCTGGGG
Ta_ 44 ATCT 113-333 56
- R: ATATGTCCGTCCCACTTCGC
F: CATTGTGTGAGTGCTGTCATGC
Ta_46 ATCT 142-354 56
- R: CTTCACCACTTCACTGCCCC
F: GAGGGAGAGACAAACGGACG
Ta_ 47 ATCT 134-354 56
- R: ACTCGGGTACCAAAAGCTGC
F: GGGAGACTCCTCCACTGATAGG
Ta_48 ATCT 105-297 56
- R: TGCAAAGCAGCCATATGAGG

2.4.4 Analisis de Datos

Los nuevos loci se caracterizaron teniendo en cuenta el rango del tamafio de los alelos
determinados por los cromatogramas, el nivel de polimorfismo, la consistencia en la

amplificaciones y la habilidad para detectar individuos heterocigotos.

La diversidad genética se estimé utilizando el programa GenAlex version 6.5, mediante el
calculo de los siguientes indices: numero promedio de alelos por locus (Na),
heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad Esperada (He). Las desviaciones del
equilibrio de Hardy-Weinberg y equilibrio de ligamiento se estimaron con el programa
Arlequin v. 3.5.2.2 (Excoffier et al., 2005).

Para evaluar la existencia de diferenciacién genética entre las localidades se utilizaron los
estadisticos F de Wright (1951) y realiz6 el analisis de AMOVA del programa Arlequin v.
3.5.2.2 (Excoffier et al., 2005). Por medio del programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al.,
2000), se realiz6 un andlisis bayesiano, con el fin de conocer el nimero de poblaciones
(K). Para este analisis se utilizd6 el modelo de mezcla (admixture model), la opcién
LOCPRIOR para mejorar el desempefio del algoritmo cuando la sefial de estructuracion
es baja, frecuencias alélicas correlacionadas entre poblaciones, el pardmetro alfa se infirid
de los datos y el de Lambda se fij6 en 1. Se evaluaron varias longitudes de cadenas
partiendo desde 10.000 — 200.000 MCMC y 10.000 — 20.000 burn-in pero la convergencia
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se logré en las longitudes menores ensayadas (MCMC: 10.000; burn-in: 10.000). Se

realizaron 20 corridos independientes para cada valor de K entre 1-7.

2.5 Resultados

2.5.1 Identificacién de loci microsatélites

Se obtuvieron un total de 277.133 reads (fragmentos secuenciados), de los cuales el 18,18
% contenian loci microsatélites, 9,153 % loci microsatélites potencialmente amplificables
(reads con cebadores; PAL, por su siglas en inglés) y 2,85% contenian loci con

microsatélites compuestos (Figura 2-1).

300.000 -+
250.000 -
200.000 -
150.000 -

100.000 -

50.000 - -
0 . - — ——

Total de Reads Reads con Reads con Primers Broken Compuestos
Microsatelites

Figura 2-1: Estadistica basica de los reads obtenidos mediante secuenciacion genémica
de T. atlanticus con la tecnologia 454.

Se encontraron diferencias en la abundancia relativa de las frecuencias de motivos de
repeticion. En los di-nucleétidos se observé que en promedio la combinacién que mas se
repitié fue AC, mientras GC fue el que menor frecuencia de repeticiones presenté (Figura
2-2). En el caso de los tri-nuclettidos, dominaron las repeticiones de ATT, siendo las
menos representadas TCG (Figura 2-3) mientras que en los tetra-nucleétidos las
repeticiones mas frecuentes fueron AAAT, AAAC y ATCT (Figura 2-4). En todos los casos,
los nimeros de PAL fueron proporcionales a su frecuencia en el genoma (Figuras 2-2, 2-
3, 2-4).
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Figura 2-2: Numero de loci con secuencias microsatélites (azul) y ndmero de loci
potencialmente amplificables (rojo) por di-nucleétidos en T. atlanticus.
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Figura 2-3: Numero de loci con secuencias microsatélites (azul) y ndmero de loci
potencialmente amplificables (rojo) por tri-nucleétidos en T. atlanticus.
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Figura 2-4: Numero de loci con secuencias microsatélites (azul) y namero de loci
potencialmente amplificables (rojo) por tetra-nucledtidos en T. atlanticus.

2.5.2 Diversidad genética

De los 50 loci seleccionados para las pruebas de polimorfismo, 24 fueron polimérficos y un
sub grupo de 16 fue seleccionado para la evaluacion de la diversidad genética, con un total
de 138 individuos en las cuatro localidades donde se realizé el muestreo. Se registré un
total de 383 alelos en los 16 loci con un promedio de 23.875 +/- 5.987, siendo los mas

polimérficos los loci Ta39 (37 alelos/locus), Ta36 (32 alelos/locus) y Ta46 (31 alelos/locus).

Entre sitios (Tabla 2-2), el nimero de alelos por locus estuvo en un rango entre 7 a 26, con
el mayor promedio registrado en Providencia (Na: 18.375) y el menor en San Andrés (Na:
12.563). Los mayores valores de heterocigosidad esperada y observada se encontraron
en Serrana (He: 0.902; Ho: 0.740) mientras que los menores se registraron para San
Andrés (He: 0.875; Ho: 0.670). Ademas, 11 loci exhibieron frecuencias alélicas de acuerdo

al equilibrio Hardy-Weinberg en al menos una de las poblaciones evaluadas (Tabla 2-2).



Tabla 2-2: Diversidad genética por locus y multilocus en T. atlanticus en cuatro sitios del archipiélago de San Andrés, Providencia y
Santa Catalina. Ra: Rango alélico, Ho y He: Heterocigosidad observada y esperada, respectivamente, P: significancia estadistica. Los
asteriscos denotan diferencias estadisticas altamente significativas después de la correccion secuencial de Bonferroni.

Bolivar (N=42) San Andrés (N=18) Providencia (N=50) Serrana (N=23)

Locus Ra Na Ho He P Na Ho He P Na Ho He P Na Ho He P

Ta32 207-352 24 0976 0.932 0.745 17 0.833 0.940 0.146 26  0.745 0.922 0.039 20 1.000 0.933 0.703
Ta31 174-294 21  0.905 0.907 0.727 16 0.842 0.878 0.210 24  0.804 0.910 0.007 22 0.840 0.904 0.016
Tal4 198-270 21  0.881 0.898 0.724 15 0.842 0.902 0.449 24 0.904 0.893 0.376 23  0.960 0.893 0.690
Ta36 144-332 14  0.976 0.947 0.695 10 0.895 0.947 0.027 18 0.865 0.931 0.016 13 1.000 0.939 0.893
Ta37 150-270 15 0.857 0.911 0.664 13  0.737 0.927 0.045 15 0.824 0.921 0.159 15 0.826 0.914 0.013
Ta34 153-289 17 0.805 0.867 0.146 16 0.684 0.809 0.025 19 0.830 0.879 0.140 16 0.792 0.902 0.148
Ta44 113-333 14  0.833 0.900 0.026 11  0.684 0.903 ok 16  0.922 0.798 rkk 13  0.800 0.900 *xk
Tad6 142-354 11  0.780 0.943  0.009 11  0.789 0.927 0.015 21  0.804 0.941 *oxk 14  0.875 0.961 0.067
Ta22 212-296 14  0.857 0.917 0.008 9 1.000 0.923  0.645 11  0.904 0912 0.039 13  0.880 0.921 0.686
Ta29 138-233 11  0.643 0.936 o 11  0.722 0.914 ok 23  0.714 0.912 rAk 15 0.640 0.932 *oxk
Ta39 134-354 18  0.452 0.938 *rE 12 0.389 0.927 roxk 16 0.500 0.933 *oxE 15  0.520 0.940 ok
Tad7 134-354 18 0.476 0.914 rHk 13  0.412 0.897 ok 15 0.444 0.928 rAk 12 0.688 0.931 0.041
Ta4l 131-291 14  0.429 0.839 o 7 0.588 0.875 ok 12 0.471 0.910 rAk 12 0.526 0.927 *oxk
Ta48 105-297 14  0.300 0.884 *rE 13  0.235 0.832 roxk 15 0.422 0.924 *oxE 12 0.435 0.920 roxE
Tale 215-283 18 0.500 0.886 rHk 12 0.333 0.860 ok 17  0.288 0.873 rAk 14  0.304 0.901 *oxk
Tab 122-285 18 0.758 0.931 *rE 15 0.737 0.926 roxk 22 0.627 0.939 *oxE 16 0.760 0.939 0.016
Todos los loci 16.375 0.714 0.898 kA 12.563 0.670 0.875 roHE 18.375 0.692 0.899 roxE 15.313 0.740 0.902 roxE
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2.5.3 Andlisis de estructura genética

El analisis AMOVA demostré que existen diferencias genéticas significativas entre sitios y
gue el mayor porcentaje de variacion se presenta dentro los sitios (99.065%) (Tabla 2-3).
Ademads, el andlisis pareado entre sitios demostré que Bolivar es genéticamente diferente
de Providencia y Serrana, mientras que los demas sitios son similares entre si (Tabla 2-
4).

Tabla 2-3: Resumen del AMOVA en los diferentes sitios estudiados de T. atlanticus.

Suma de Componentes de

Fuente de variacion L %Variacion Estadisticos
cuadrados la variacion

Entre sitios 34.964 0.069 0.935 Fst = 0.009

Dentro de los sitios 1904.610 7.277 99.065 P =0.000

Total 1939.574 7.345

Tabla 2-4: Comparaciones pareadas de los valores Fs (sobre la diagonal) y valores P
(debajo de la diagonal) entre los diferentes sitios estudiados de T. atlanticus.

Bolivar San Andrés Providencia Serrana

Bolivar 0.007 0.0169 0.012
San Andrés 0.135 0.007 0.006
Providencia 0.000 0.081 0.003
Serrana 0.000 0.387 0.414

El analisis bayesiano realizado en el Programa Structure y el estadistico AK desarrollado
por Evanno et al. (2005), detectdé un namero total de dos stock genéticos (Figura 2-5).
Ademas, se evidencié una dominancia del stock 1 en las localidades ubicadas mas al sur
(Bolivar y San Andrés) mientras que en el norte (Providencia y Serrana) se observd una
mayor dominancia del stock 2. Sin embargo, ambos stocks coexisten en San Andrés,

Providencia y Serrana (Figura 2-6; 2-7).



24 Thunnus atlanticus: Desarrollo de marcadores microsatélites y organizacion del genoma mitocondrial

DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

N
w
s
v
(=]

Figura 2-5: Numero de grupos genéticos (Delta de K), obtenidos para T. atlanticus
mediante analisis Bayesiano utilizando 16 loci microsatélites.
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Figura 2-6: Estructura poblacional estimada para T. atlanticus utilizando la mas alta
probabilidad para K=2 (dos grupos genéticos). Cada individuo esté representado por una
linea vertical cuyo color (rojo, verde) representa los grupos alternativos a los que los
individuos pueden pertenecer. 1 Bolivar, 2 San Andrés, 3 Providencia y 4 Serrana.



Nuevos loci microsatélites polimérficos para Thunnus atlanticus 25

Providencia Serrana

Stock 1

29%
Stock 2

56%
Stock 2
71% 3
San Andrés

Bolivar

Stock 2
0%
Stock 2
37%
Stock 1

63%
Stock 1

100% 0

Figura 2-7: Distribucibn de dos stocks en los sitios de muestreo del archipiélago
colombiano de San Andrés, Providencia y Santa Catalina. Los graficos muestran el
porcentaje de los stocks en cada sitio. Mapa tomado de Google Earth 2014.

El andlisis AMOVA contrastando las diferencias genéticas entre stocks, corrobord las
diferencias genéticas sugeridas por Structure (Tabla 2-5). El andlisis de la diversidad
genética realizada por stocks, evidencioé que el stock 1 fue el mas diverso con un promedio
de alelos por locus de 17.813 +/- 1.346, y el stock 2 10.531 +/- 1.009. La Heterocigocidad
en la mayoria de los casos presento déficit de heterocigosidad (Tabla 2-) y en el caso del
stock 2, todos los loci mostraron frecuencias alélicas con desviacion del equilibrio Hardy-

Weinberg.

Tabla 2-5: Resumen del AMOVA en los diferentes stocks estudiados de T. atlanticus.

Suma de Componentes de

Fuente de variacion N %Variacion Estadisticos
cuadrados la variacion

Entre sitios 31.820 0.182 2.452 Fs = 0.024

Dentro de los sitios 1990.234 7.263 97.548 P =0.000

Total 2022.054 7.445
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Tabla 2-6: Informacion de cada cebador en los dos stocks: N (niUmero de individuos) Rango
de Tamafio, Na (Numero de alelos), Ho (Heterocigosidad Observada), He
(Heterocigosidad Esperada) y P (Probabilidad).

stock 1 (N=80) stock2 (N=58)

Locus Ra Na Obs.Het. Exp.Het. P-value Na Obs.Het. Exp.Het. P-value
14 198-270 31 0.913 0.907 0.764 24 0.879 0.874 el
32 207-352 27 0.938 0.933  0.528 19 0.638 0.928 el
22 212-296 28 0.900 0.922  0.408 18 0.897 0.908 el
31 174-294 14 0.838 0.902 0.372 17 0.845 0.903 el
36 144-332 17 0.950 0.951  0.227 18 0.897 0.925 el
37 150-270 22 0.838 0.911  0.015 20 0.776 0.925 i

34 153-289 16 0.750 0.870 ok 16 0.759 0.896 K
39 134-354 14 0.513 0.944 il 22 0.414 0.927 ok
46 142-354 15 0.813 0.951 ok 13 0.759 0.934 K
47 134-354 16 0.513 0.921 ool 25 0.293 0.886 el
41 131-291 23 0.438 0.858 ok 15 0.483 0.928 K
48 105-297 21 0.300 0.876 ool 13 0.362 0.924 el
44 113-333 14 0.750 0.909 ok 11 0.948 0.711 K
16 215-283 17 0.450 0.897 il 15 0.224 0.861 el
29 138-233 19 0.650 0.930 ok 17 0.672 0.925 K
6 122-285 22 0.638 0.936 il 22 0.672 0.947 K
Multilocus 19.75 0.712 0.905 i 17.813 0.689 0.892 el

2.6 Discusion

Este trabajo desarroll6 pares de cebadores de novo para la amplificacién de 24 loci
microsatélites con de motivos de repeticion tri-, tetra- y penta-nucleétidos en T. atlanticus.
Estas herramientas moleculares complementan un trabajo previamente publicado que
desarroll6 20 loci con motivos de repeticion de di-nucleétidos (Antoni, Luque, Naghshpour,
& Saillant, 2014). Aun cuando en algunos casos se encontraron desviaciones significativas
del equilibrio Hardy-Weinberg, los loci polimérficos desarrollados en este trabajo
permitieron detectar niveles de diversidad y estructura genética en individuos capturados

en cuatro sitios del archipiélago colombiano de San Andrés, Providencia y Santa Catalina.

Los resultados de este trabajo demuestran que T. atlanticus exhibe altos niveles de
diversidad genética, los cuales estan en el rango descrito para otros peces marinos
(DeWoody y Avise, 1999) y congéneres (Tagaki et al., 1999; Appleyard et al., 2002;
Dammannagoda et al., 2011; Montes et al., 2012). Especificamente, el nUmero de alelos

por locus (7-26 alelos/locus) fue superior al observado en T. alalunga (7-15 alelos/locus),
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T. albacares (7-16 alelos/locus), T. obesus (10-22 alelos/locus) y T. thynnus (8-23
alelos/locus;) en los océanos Pacifico y Atlantico (Tagaki et al., 1999), y K. pelamis (5-22
alelos/locus) en el océano indico (Dammannagoda et al., 2011). Sin embargo, el nimero
de alelos por locus de T. atlanticus en el archipiélago fue menor al de T. obsesus (4 — 31
alelos/locus) en otros sitios del océano Pacifico (Appleyard et al., 2002) y T. alalunga (5 —
33 alelos/locus) en los oceanos Adriatico, Mediterraneo, Atlantico, Pacifico e indico
(Montes et al., 2012).

De otro lado, la heterocigosidad esperada (He) por locus (0.798 - 0.961) superé los valores
publicados para T. alalunga (0.540 - 0.940; 0.573 - 0.888), T. albacares (0.274 - 0.914), T.
obesus (0.554 - 0.943) y T. thynnus (0.690 - 0.750) (Tagaki et al., 1999; Montes et al.,
2012). De manera similar, el rango de He por sitio (0.875 — 0.902) super6 los valores
registrados para T. alalunga en los oceanos Adriatico, Mediterraneo, Atlantico, Pacifico,
indico (0.69 — 0.75; Montes et al., 2012). Ademas, los valores de heterocigosidad
observada (Ho) por locus (0.235 - 1.000) y por sitio (0.670 — 0.74) estuvieron en el rango
descritos para T. alalunga (0.67 — 0.75; Montes et al., 2012).

El analisis de la estructura genética de T. atlanticus indica que en el archipiélago de San
Andrés, Providencia y Santa Catalina, las poblaciones de esta especie conforman dos
grupos genéticos reproductivamente aislados. Los resultados anteriores pueden explicarse
por efecto Wahlund espacial teniendo en cuenta que T. atlanticus parece exhibir fidelidad
por las zonas de crianza pero pueden desplazarse a largas distancias en busca de alimento
(Luckhurst et al., 2001, Sing-Renton, 2007). Este comportamiento se ha descrito en otras
especies del género Thunnus, donde se ha observado que diferentes stocks genéticos
conviven en una misma localidad que sirve como zona de alimentacion (Davies et al., 2011)
pero se desplazan a otras localidades geogréaficas que sirven como puntos reproductivos
(Megalofonou, 2000). Esta idea esta soportada en el comportamiento de varias especies
de la familia, como el caso de Katsuwonus pelamis, para el cual se han reportado
diferentes puntos reproductivos en la bahia de Bengala (Menezes et al., 2012). En este
caso se ha propuesto que la diferenciacion se debe a que algunos stocks de la poblacién
prefieren no realizar grandes migraciones a zonas templadas y permanecen en localidades

mas tropicales cercanas a los puntos de desove.

Otra explicaciéon alternativa no excluyente es que T. atlanticus experimente Wahlund

temporal teniendo en cuenta que en algunas zonas del Caribe como la Florida pueden
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haber dos picos reproductivos en mayo y hoviembre; en el Golfo de Méjico, la reproduccién
ocurre en junio y en agosto-septiembre y en Cuba se ha descrito la reproduccién en junio
(Idyll & De Sylva, 1963). Aun cuando en el archipiélago se ha propuesto un pico
reproductivo entre mayo a junio (Pomare, 1999; Rojas y Pomare, 2011), la estructura de
tallas registrada en capturas por bimestre sugiere que existen por lo menos dos cohortes
a lo largo del afio (Duarte et al., 2015), lo cual puede reflejar eventos reproductivos
separados. Lo anterior explicaria la proporcion de individuos de los dos stocks presentes
en el archipiélago. Esta idea est4 apoyada por el patron de desove descrito para la especie
como regionalmente confinado y prolongado (Schaefer, 2001). De hecho, se ha publicado
gue esta especie desova a lo largo del afio y tiene una alta fecundidad debido a las altas
temperaturas de la zona ecuatorial, lo cual puede contribuir a que hayan multiples desoves
(Hunter & Goldberg, 1980; Hunter & Macewicz 1985, Travassos et al., 1999; Bezerra et al.,
2013).

Uno de los grupos genéticos encontrados predominé en las localidades del sur mientras
gue el otro predominé en las localidades del norte. Estas diferencias en las frecuencias de
los stocks en cada localidad, explicaria las diferencias encontradas entre individuos de
Bolivar y los sitios del norte. Tales diferencias no pueden atribuirse a los afios de muestreo
debido a que individuos del stock de Bolivar estuvieron también presentes en las muestras
de 2012. Queda por explorar si el stock encontrado en Bolivar constituye una poblacién
residente en la que muchos de los integrantes no realizan largas migraciones en busca de
alimento, como ha sido descrito en el caso de K. pelamis (Dammannagoda et al., 2011;
Menezes et al., 2012) o si es un stock que exhibe mayor eficacia biolégica que el distribuido

en los sitios del norte.

De otro lado, en cada sitio se observo un déficit global de la heterocigosidad, el cual podria
explicarse por el efecto Wahlund antes descrito. Sin embargo, la observacion de que este
déficit esta presente en Bolivar, el cual estd conformado por un solo stock, y persiste
después de separar los individuos por stocks, sugiere que un fendmeno biolégico adicional
podria explicar los resultados. Por ejemplo, dado que T. atlanticus exhibe cortejo es
razonable pensar que puede haber seleccidn de la pareja (assortative mating). Ademas,
las proporciones de las hembras parecen ser menores que las de los machos (Bezerra et
al., 2013), lo cual puede sesgar la fijaciéon de alelos en la poblacion. Aun cuando la
endogamia puede ocasionar un déficit de heterocigotos, esta alternativa parece poco

probable teniendo en cuenta que el nivel de heterocigosidad observada en los diferentes
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sitios es concordante con los valores reportados para otras especies de peces marinos
(DeWoody & Avise, 1999).

En conclusion, el presente trabajo brind6 los primeros indicios que demuestran que T.
atlanticus no constituye una sola poblacién panmictica sino una mezcla de dos stocks
genéticos diferentes que conviven en el archipiélago. Este hallazgo podria resultar del
comportamiento de la especie en la relacién con la fidelidad del sitio y migraciones
alimenticias que ya se han descrito para miembros de Scombridae. Adicionalmente, el
presente trabajo desarrollé una herramienta especie especifica Gtil en estudios genéticos
poblacionales de T. atlanticus y gener6 informacién basica para monitorear cambios en la
diversidad genética y proporciones de los stocks en el nivel espacio-temporal. Queda por
explorar si existen ingresos de nuevos stocks al archipiélago en una escala temporal que
relacione los periodos reproductivos o migratorios alimenticios y generar informacion
biologico-pesquera de la especie con el fin de poder elucidar las relaciones entre los
diferentes stocks. Ademas, se recomienda ampliar el estudio a otros sitios de su ambito de

distribucién, para generar medidas regionales y locales de manejo.
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3. Organizacion del genoma mitocondrial y analisis
filogenémico de Thunnus (Scombriformes:
Scombridae)

3.1 Resumen

El género Thunnus comprende ocho especies de interés pesquero cuyos mitogenomas han sido
completamente secuenciados. El presente trabajo compard la organizacion gendomica de la
mitocondria en ocho miembros del género y una especie de atlin filogenéticamente relacionada.
Los resultados muestran que la organizacion del mitogenoma en cuanto al orden y longitud de los
genes, longitud del mitogenoma, contenido G+C, uso de codones de inicio y de paro son altamente
conservados en este grupo de atunes. Ademas, las relaciones filogenéticas utilizando 13 genes
codificadores de secuencias, mostrd la misma topologia publicada para el género, utilizando
solamente los genes mitocondriales ATP6 y COIlIl. La exclusién de estos genes cambid, sin
embargo, la topologia de uno de los grupos indicando que estos dos genes dominan las relaciones
filogenéticas evidenciadas por los genes mitocondriales.

Palabras claves: mitogendbmica comparada, filogenémica, mitogenoma, atun

3.2 Abstract

The genus Thunnus includes eight species of commercial interest whose mitogenomes have been
completely sequenced. The present work compared the mitochondrial genomic arrangements of
eight members of the genus and a phylogenetically related tuna species. The results show that the
mitogenome organization, regarding gene order and length, mitogenome length, G+C content, and
use of start and stop codons are highly conserved in this group of tunas. Moreover, the phylogenetic
relationships using 13 coding sequence genes, revealed the same topology published for the genus,
using only ATP6 y COIlll mitochondrial genes. The exclusion of these genes changed, however, the
topology of one of the groups showing that these two genes govern the phylogenetic relations

evidenced by the mitochondrial genes.

Keywords: compared mitogenomics, phylogenomics, mitogenome, tuna.
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3.3 Introduccidn

La familia Scombridae estd compuesta por peces pelagicos de gran importancia
economica (Masaki Miya & Nishida, 2014; Masaki Miya et al., 2013), cuya filogenia es
controvertida entre los géneros que la conforman (Chow, Nakagawa, Suzuki, Takeyama,
& Matsunaga, 2006; Chow & Kishino, 1995; Miya & Nishida, 2014; Miya et al., 2013;
Takeyama, Chow, Tsuduki, & Matsunaga, 2001). Dentro de esta familia, el grupo de atunes
de los géneros Thunnus y Katsuwonus son especies de gran importancia econémica,

debido a que representan el 70% de las capturas industriales y artesanales (FAO, 2014).

El género Thunnus es monofilético y comprende ocho especies formalmente descritas
(Collette, Reeb, & Block, 2001): Thunnus atlanticus (blackfin tuna), Thunnus tonggol
(Longtail), Thunnus albacares (yellowfin), Thunnus alalunga (albacore), Thunnus obesus
(bigeye), Thunnus thynnus (northern Bluefin) y Thunnus maccoyii (southern Bluefin). Sin
embargo, las relaciones entre las especies de Thunnus han sido discutidas en diferentes
ocasiones (Collette, 1975, 1978), dado que se ha propuesto una subdivisién del género en
dos subgéneros, Neothunnus que abarca especies de aguas tropicales, Thunnus que
conforma un grupo de especies que habitan zonas templadas y a Thunnus obesus, dado
gue se piensa que su aparicion en aguas templadas es una caracteristica apomorfica
(Collette, 1978).

La anterior subdivisién del género ha sido discutida por varios autores (Chow et al., 2006;
Chow & Ushiama, 1995; Elliott & Ward, 1995; Takeyama et al., 2001; Ward, 1995), debido
a que diversos estudios no han brindado soporte a esta idea (Chow, Okamoto, Miyabe,
Hiramatsu, & Barut, 2000; Chow et al.,, 2006). Especificamente, el uso de secuencias
parciales de ATP6 y COIll no han proporcionado evidencia que soporte la subdivision
(Thunnus y Neothunnus) propuesta para el género (Chow et al., 2006). Ademas, el uso
separado de secuencias mitocondriales parciales tales como COIl, CYTB, D-Loop, entre
otras (Alvarado Bremer, Naseri, & Ely, 1997; Chow et al., 2006; S. Chow & Ushiama, 1995;
Elliott & Ward, 1995; Pujolar, Levy, & Pla, 1998; Takeyama et al., 2001), ha demostrado la

existencia de diferencias entre T. alalunga y el resto de sus congéneres.

No obstante, se ha demostrado que el uso de secuencias parciales de genes, puede
resultar limitado para determinar relaciones entre y dentro de individuos altamente

relacionados, debido a que las tasas evolutivas diferenciales entre genes posiblemente
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cuenten historias diferentes (Miya & Nishida, 2014). Ademas, las secuencias parciales de
los genes que codifican para RNA ribosomal (Orti & Meyer,1997) y Citocromo B (Meyer,

1994) parecen ser limitados para resolver relaciones de teledsteos a nivel superior.

Lo anterior, sumado a la generacidon masiva de informacién mediante la implementacion
de técnicas de secuenciacién de ultima generacion, ha estimulado el uso de un nimero
sustancialmente mayor de secuencias en los estudios filogenéticos (Miya & Nishida 2014).
En este sentido, el mitogenoma ha sido utilizado para reconstruir la relaciones filogenéticas
de teledsteos en el nivel superior debido a sus ventajas de herencia uniparental, haploidia
y tiempos cortos de coalescencia (Avise, 1994; Moore 1995; Curole & Kocher 1999;
Springer et al., 1995; Miya & Nishida 2014). Adicionalmente, el mitogenoma se ha utilizado
para resolver relaciones inter e intraespecificas (Minegishi et al. 2005; Mabuchi et al. 2005;
Hirayama et al., 2010), biogeografia histérica (Inoue et al., 2009), origenes evolutivos
(Lavoué et al., 2012; Inoue et al., 2001) y mitogenémica comparativa (Inoue et al., 2003;
Satoh et al., 2010), entre otras aplicaciones.

La informacién acumulada sobre mitogenomas de peces, indica que el arreglo de los genes
es altamente conservado, aun cuando se han detectado algunas excepciones (Inoue et al.,
2003). En el caso de Thunnus, se cuenta con la secuencias de los mitogenomas completos
de los ocho miembros del género (Manchado et al. 2004; Broughton and Reneau 2006; Li
et al. 2014; Chen et al. 2014; Marquez et al.,, 2014); sin embargo, la mitogendémica
comparada y sus relaciones evolutivas entre congéneres, permanecen aun inexploradas.
Por lo anterior, el presente estudio utilizd la informacién completa del mitogenoma del
grupo Thunnus y Katsuwonus pelamis, con el fin de comparar el arreglo de los genes y
ademas averiguar si la informacién completa de la mitocondria evidencia una relacién

diferente a la observada en los fragmentos de secuencia del mitogenoma.

3.4 Materiales y Métodos

El orden de los genes (sintenia), las longitudes y riqueza nucleotidica de nueve genomas
de atunes (Tabla 3-1) y la longitud de los genes codificadores de proteinas (CDS), se
determinaron utilizando el programa ARTEMIS. Para los 13 CDS de cada genoma
mitocondrial, se identificaron los codones de inicio y terminacion mediante la inspeccion de

la anotacion de los mitogenomas depositados en la base de datos GenBank.
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Adicionalmente, los 13 CDS se alinearon utilizando el software ClustalW para la posterior

construccion de arboles filogenéticos.

Tabla 3-1: Lista de especies de atunes incluidas en el andlisis comparativo y filogenético

del mitogenoma.

Especie Accesion GenBank
Katsuwonus pelamis NC_005316.1
Thunnus alalunga NC_005317.1
Thunnus albacares NC_014061.1
Thunnus atlanticus  KM405517
Thunnus maccoyii NC_014101.1
Thunnus obesus NC _014059.1
Thunnus orientalis  NC_008455.1
Thunnus thynnus AB097669.1
Thunnus thynnus NC_014052.1
Thunnus tonggol NC 020673.1

Para determinar las relaciones filogenéticas entre los ocho miembros del género Thunnus,
se construyeron arboles filogenéticos utilizando los 13 CDS de los mitogenomas y los
algoritmos Neighbour Joinning y Méaxima Verosimilitud implementados respectivamente,
en los programas MEGA V.7 (Sudhir et al., 2015) y PhyML (Guindon et al. 2010). Los
arboles obtenidos de PhyML (Guindon et al. 2010) fueron visualizados por el programa
Evolview (Zhang et al. 2012). El mejor modelo de evolucién de las secuencias se calcul6

con el programa JModelTest (Darriba, et al., 2012).

Para examinar algunas variaciones topolégicas de los arboles, se construyeron
adicionalmente otros arboles filogenéticos removiendo las secuencias ATP6 y COIIl que
fueron utilizadas previamente por Chow et al. (2006) para analizar la filogenia del género
Thunnus. Siguiendo a Broughton and Reneau (2006), también se construyd un arbol ML
eliminando la secuencia del gen ND6, el cual esta codificado por la cadena liviana de la
mitocondria y exhibe una tasa mayor de variacidbn con respecto a los otros CDS

mitocondriales.
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3.5 Resultados

3.5.1 Comparacion de la organizacion genémica

En todas las especies, la mitocondria estd compuesta de 13 secuencias codificadoras, 2
genes ribosomales (rRNA) y 21 RNAs de transferencia. Adicionalmente, la sintenia de los

dos géneros de la familia Scombridae es idéntica (Tabla 3-2).

Tabla 3-2: Orden de los genes en nueve especies de atin

T. T. T. T. T. T. T. T. K.
atlanticus albacares macocoyi obesus orientalis tonggol alalunga thynnus pelamis
COX | COX | COX | COX| CoOXI COX1 CcoxXI COX | COX |
coxli coxli coxli coxlil coxl COXIl coxXlIl coxll coxll
ATP8 ATP8 ATP8 ATP8  ATPS8 ATP8  ATPS8 ATP8 ATP8
ATP6 ATP6 ATP6 ATP6  ATP6 ATP6  ATP6 ATP6 ATP6
COX 1l COX 1l CoxX i COXIll coxXll  coxXlll coxll coxlll Ccoxlli
ND3 ND3 ND3 ND3 ND3 ND3 ND3 ND3 ND3
ND5 ND5 ND5 ND5 ND5 ND5 ND5 ND5 ND5

CYTB CYTB CYTB CYTB CYTB CYTB CYTB CYTB CYTB

ND1 ND1 ND1 ND1 ND1 ND1 ND1 ND1 ND1
ND2 ND2 ND2 ND2 ND2 ND2 ND2 ND2 ND2

La longitud de los nueve genomas evaluados oscilaron entre 16,515 a 16, 529 pb (Tabla
3-3). Los dos géneros exhibieron un contenido GC en un rango de 46 a 46.89 %. Los
mitogenomas mostraron mayor riqueza en Citosina (30-29.39%), seguido de Adenina
(28.56%-28.37%), Timina (25,32%-25,49%) y por ultimo Guanina (16.60%—-16.76%). La
longitud de las 13 secuencias codificadoras de proteinas es similar en todos las especies
excepto en ND2, COIll y ND3 donde se encontraron diferencias en uno o dos nucleétidos
de longitud (Tabla 3-4).
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Tabla 3-3: Longitud total del mitogenoma y porcentaje de nucleétidos en las diferentes

especies evaluadas.

Especie Longitud(pb) % C % A %T % G % G+C
T. orientalis 16.529 29.45 28.37 25.46 16.73 46.17
T. obesus 16.528 29.39 28.46 25.43 16.72 46.04
T. tonggol 16.528 29.47 28.52 25.37 16.64 46.11
T. atlanticus 16.528 29.49 28.47 25.36 16.68 46.17
T. alalunga 16.527 29.45 28.40 25.49 16.66 46.12
T. albacares 16.527 29.55 28.44 25.33 16.67 46.19
T. macooyi 16.527 29.50 28.42 25.32 16.76 46.00
T. thynnus thynnus 16.526 29.42 28.40 25.48 16.70 46.12
K. pelamis 16.515 30.29 28.56 24.55 16.60 46.89

Tabla 3-4: Longitud de las 13 secuencias codificadoras de proteinas (CDS) de los
mitogenomas en nueve especies de atun. El rojo resalta las diferencias de la longitud del
gen entre las especies.

Especie ND1 ND2 COlI COIll ATP8 ATP6 COIll ND3 ND4L ND4 ND5 ND6 CYTB
K. pelamis 974 1046 1550 690 167 683 785 350 296 1380 1838 521 1140
T. alalunga 974 1046 1550 690 167 683 785 350 296 1380 1838 521 1140
T. thynnus thynnus 974 1046 1550 690 167 683 785 350 296 1380 1838 521 1140
T. tonggol 974 1045 1550 690 167 683 784 349 296 1380 1838 521 1140
T. atlanticus 974 1045 1550 690 167 683 784 349 296 1380 1838 521 1140
T. albacares 974 1046 1550 690 167 683 784 348 296 1380 1838 521 1140
T. macooyi 974 1046 1550 690 167 683 784 348 296 1380 1838 521 1140
T. obesus 974 1046 1550 690 167 683 784 348 296 1380 1838 521 1140
T. orientalis 974 1046 1550 690 167 683 784 348 296 1380 1838 521 1140

En todas las especies, el codon de inicio mas frecuente fue ATG (12 CDS) mientras GTG

estuvo presente en COIIll (Tabla 5). Los codones de paro TAA o su formas incompletas

(TA-, T--) fueron similares entre las especies excepto en el gen ND6 en todas las especies

del género Thunnus y ND3 para la especie K. pelamis, los cuales exhibieron el codon de

paro TAG encontrado en la mitocondria de otros vertebrados.
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Tabla 3-5: Codones de inicio y de paro en 13 secuencias codificadoras de proteinas de los
mitogenomas de nueve especies de atun. En rojo se resaltan los codones de paro que
estan registrados como incompletos y en azul se resaltan los codones de paro que fueron
diferentes para los géneros de la familia Scombridae evaluados

Especie Extremo ND1 ND2 COlI COIl ATP8 ATP6 COIll ND3 ND4L ND4 ND5 ND6 CYTB
Todas 5' ATG ATG GTG ATG ATG ATG ATG ATG ATG ATG ATG ATG ATG
T. alalunga 3 TAA TAA TAA T-- TAA TAA TAA TAA TAA T- TAA TAG T--
T. albacares 3 TAA TA- TAA T-- TAA TAA TA- TA- TAA T-- TAA TAG T--
T. atlanticus 3 TAA TA- TAA T-- TAA TAA TA- TA- TAA T- TAA TAG T--
T. Macooyii 3 TAA TA- TAA T-- TAA TAA TA- T- TAA T-- TAA TAG T--
T. obesus 3 TAA TA- TAA T-- TAA TAA TA- T- TAA T- TAA TAG T--
T. orientalis 3 TAA TAA TAA T-- TAA TAA TAA TAA TAA T-- TAA TAG T--
T. thynnus thynnus 3 TAA TAA TAA T-- TAA TAA TAA TAA TAA T-- TAA TAG T--
T. tonggol 3 TAA TA- TAA T-- TAA TAA TA- T- TAA T-- TAA TAG T--
K. pelamis 3 TAA TAA TAA T-- TAA TAA TAA TAG TAA T-- TAA TAG T--

3.5.2 Filogenia

Los arboles filogenéticos NJ (Figura 3-1) y ML (Figura 3-2; Figura 3-3) exhibieron
topologias similares en las que los miembros del género Thunnus se organizan en dos
grupos, el primero conformado por las especies Thunnus alalunga y Thunnus thynnus
orientalis; el segundo agrupa al resto de los integrantes de la familia del genero Thunnus,
con una posicion basal para T. obesus. Ambos grupos son formados cuando se eliminaron
los genes ATP6 y COIll pero en este caso, T. thynnus thynnus mostré una posicion basal
en el segundo grupo (Figura 3-4).
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Figura 3-1: Arbol de Méaxima Verosimilitud utilizando la distancia Kimura 5 parametros
(F81+I+G) en genes ATP6 y COIIll en miembros del género Thunnus. Como outgroup se
utilizé Katsuwonus pelamis.
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Figura 3-2: Arbol Neighbour Joinning utilizando la distancia Tamura-Nei Gama en 13
genes mitocondriales codificadores de proteinas en miembros del género Thunnus. Como
outgroup se utilizd Katsuwonus pelamis.
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Figura 3-3: Arbol de Maxima Verosimilitud utilizando la distancia Kimura 5 parametros en
13 genes mitocondriales codificadores de proteinas en miembros del género Thunnus.
Como outgroup se utilizé Katsuwonus pelamis.
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Figura 3-4: Arbol de Maxima Verosimilitud utilizando la distancia Kimura 5 parametros
(TPM1uf+l+G) en 11 genes mitocondriales codificadores de proteinas en miembros del
género Thunnus. Los genes ATP6 y COIll fueron eliminados del andlisis. Como outgroup
se utilizé Katsuwonus pelamis.
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3.6 Discusion

El presente trabajo compar6 el mitogenoma de T. atlanticus con otros congéneres para
contribuir al entendimiento de la evolucion del genoma mitocondrial en peces. Ademas,
evalud las relaciones filogenéticas del género con base en 13 genes mitocondriales
codificadores de proteinas, para averiguar si las diferencias en sus tasas mutacionales,

afectaban las hipotesis filogenéticas sobre el género.

El arreglo de los genes y otros pardmetros examinados en este estudio fueron similares
entre los miembros de Thunnus, corroborando que la organizacién del mitogenoma de
peces es altamente conservada (Miya & Nishida, 2014). Se ha indicado que el
mantenimiento del orden génico a lo largo de la evolucion de vertebrados puede obedecer
a limitaciones en la traduccion y a limitaciones asociadas a la desaminacién de los genes
(Satoh et al., 2010). La idea anterior se basé en el andlisis del uso del codén y rearreglos

génicos de RNA de transferencia de los mitogenomas de vertebrados (Satoh et al., 2010).

La longitud de las secuencias del genero Thunnus evaluadas es mayor a las descritas para
la mayoria de peces 6seos pero ligeramente inferior al de algunos peces de interés
comercial como el bacalao, la trucha y la carpa (Miya & Nishida, 1999). Ademas, el
contendio G+C es similar a lo descrito para otros vertebrados y especies que comparten
una fuerte relacion con el género Thunnus (Kim et al., 2004). Se ha propuesto que el alto
contenido de G+C es una adaptacion de algunos peces a las altas temperaturas de las
zonas tropicales (Catanese, Infante, & Manchado, 2008); sin embargo, los resultados de
este trabajo no apoyan esta idea debido al que el contenido G+C fue similar entre especies

de zonas tropicales y templadas.

Al igual que otros grupos de peces 6seos, las especies del género de Thunnus comparten
los codones de inicio (ATG) en la mayoria de genes codificadores de proteinas (Kim et al.,
2004; Miya & Nishida, 1999) y el coddon GTG en el gen COI (Tzeng, etal., 1992, Noak, etal.,
1996, Miya and Nishida, 1999, Kim, etal., 2004, Nagase, etal., 2005). Adicionalmente, los
codones de paro los codones TAA y sus versiones incompletas (TA-; T--) tienen la misma
tendencia a la reportada para otras especies de vertebrados (Miya & Nishida, 1999). De
manera similar, los codones de paro TAG en los genes ND3 y ND6 de Thunnus han sido
descritos para dos miembros del género Auxis de la familia Scombridae (Catanese et al.
2008).
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En cuanto a la relacion filogenética entre miembros del género, los arboles construidos con
13 genes codificadores de proteinas y diferentes algoritmos, mostraron congruencia en la
agrupacién de las especies apoyando la misma hipoétesis filogenética. Estos resultados
corroboran también los hallazgos de Chow et al., (2006) usando solo las secuencias
parciales de los genes APT6 y COI. Sin embargo, la posicién basal de T. obesus en uno
de los grupos, cambi6 con la exclusion de los genes APT6 y COlI, corroborando que las

tasas evolutivas diferenciales entre genes cuentan historias diferentes en Thunnus.

En resumen, el presente trabajo muestra una organizacion conservada del mitogenoma de
Thunnus en relacion con otros peces y vertebrados. Las relaciones filogenéticas del género
no cambian sustancialmente con la inclusién de 11 genes mitocondriales adicionales,
excepto en la posicion basal de T. obesus en uno de los grupos previamente identificados
por Chow et al., (2006). Queda por explorar si la inclusion de un mayor nUmero de genes

nucleares sumados a la informacién mitocondrial afecta las relaciones filogenéticas del

grupo.
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4. Conclusiones y recomendaciones

El presente trabajo desarroll6 un grupo de 16 microsatélites Utiles en estudios genéticos
poblacionales de T. atlanticus y proporciond evidencia de que esta especie no constituye
una sola poblacion panmictica, sino una mezcla de dos stocks genéticos diferentes que
conviven en el archipiélago de San Andrés, Providencia y Santa Catalina. Los resultados
concuerdan con el comportamiento de la especie en la relaciéon con la fidelidad del sitio y
migraciones alimenticias que ya se han descrito para miembros de Scombridae.

Ademas, el presente trabajo mostré que la organizacién del mitogenoma de Thunnus es
conservada en relacion con otros peces y vertebrados. Las relaciones filogenéticas del
género no cambiaron sustancialmente con la inclusion de 11 genes mitocondriales
adicionales, excepto en la posicién basal de T. obesus en uno de los grupos previamente
publicados. Se recomienda explorar si la inclusion de un mayor nimero de genes nucleares

sumados a la informacién mitocondrial afecta las relaciones filogenéticas del grupo.
Con el fin de generar medidas regionales y locales de manejo, se recomienda:

e ampliar el estudio a otros sitios del &mbito de distribucion de la especies

e explorar cambios en la frecuencia y composicion de stocks al archipiélago en una
escala temporal que relacione los periodos reproductivos o migratorios alimenticios

e generar informacion biolégico-pesquera de la especie con el fin de poder elucidar

las relaciones entre los diferentes stocks.
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