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1. RESUMEN:

Los estudios genéticos-poblacionales en peces marinos han permitido explorar
sus modos de dispersion y la conectividad entre los hébitats. Dichos estudios se
basan en que variantes alélicas en los mismos loci hacen diferir a las poblaciones
y estas diferencias permiten inferir cual es el grado de migracién de individuos
entre poblaciones. El flujo génico en peces marinos esta determinado por
procesos como la dispersion larval, la historia de vida de cada especie, factores
oceanogréficos y preferencias ecoldgicas. En el presente trabajo se determiné si
existe un patron similar de estructuracion genética en las especies de Haemulon
aurolineatum y Haemulon steindachneri (Teleostei: Haemulidae) a lo largo del sur
del Caribe (Isla Margarita, La Guajira, Santa Marta, Barl y Capurgana),
empleando marcadores moleculares tipo microsatélite. Dado que ambas especies
son desovadoras pelagicas de mediana talla co-distribuidas en aguas someras del
Caribe colombiano, pero con preferencias ecoldgicas diferentes, el presente
estudio investigé la posible influencia de la ecologia en el flujo genético. Las
poblaciones de ambas especies se hallaron desviadas significativamente del
Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW). Tanto H. aurolineatum, como H. steindachneri
presentaron una estructura genética significativa a lo largo del Caribe sur. Los
patrones de estructuracibn genética de cada especie fueron notoriamente
distintos. Al comparar dichos patrones se concluye que las diferencias se deben
principalmente a las preferencias ecoldgicas, a las diferencias en temporadas de

desove y a una historia evolutiva diferente en cada especie.

PALABRAS CLAVE: Microsatélites, Estructura genética, Flujo génico, EHW.



2. ABSTRACT

The studies about population genetics in marine fishes have enabled clarify their
dispersal patterns and connectivity among habitats. These studies are based on
that allelic variants in determined loci make differ populations. Genetic variability
between populations is related to the influence of ontogeny, environmental forces,
and life histories of the species. The principal aim of this research project was to
examine if Haemulon aurolineatum and Haemulon steindachneri (Teleostei:
Haemulidae) show genetic structure patterns in the southern Caribbean region [Isla
Margarita (Venezuela) to Capurgand (Colombia-Panama border)] using
microsatellite molecular markers. Due to the fact that both species are medium
size fishes with pelagic spawning that inhabit shallow waters, and that they share
biological characteristics but have differences in their habitat preferences, it was
researched if there is an influence of the species ecology in the genetic structure.
Both species had significant deviations from Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE)
and significant genetic structure among populations and localities. It is
hypothesized that differences in genetic structure patterns between both species
are due to their evolutionary history, life history traits, and the differences in

ecological preferences.

KEYWORDS: Microsatellites, genetic structure, Gene flow, HWE.



3. INTRODUCCION

Los estudios de variacion genética entre poblaciones de peces marinos han
permitido dilucidar aspectos de su dispersion y de la conectividad entre los
habitats en los que se distribuyen. También han sido utilizados con fines practicos
en la preservacion de diversidad genética y en la identificacion y manejo de stocks
pesqueros, entre otros (Marquez et al., 2013). Dichos estudios se basan en que
variantes alélicas en los mismos loci hacen diferir las poblaciones. Esta
variabilidad genética esta determinada por el flujo génico, es decir, la transferencia
de alelos entre poblaciones y responde a la influencia de fuerzas evolutivas,
ambientales y a las historias de vida de las especies (Rocha et al.,, 2008).
Determinar el grado de flujo génico entre poblaciones es importante porque éste
determina hasta qué punto cada poblacion local es una unidad evolutiva
independiente. Si existe un alto flujo génico entre poblaciones locales estas
evolucionan conjuntamente. Por el contrario, si el flujo génico es bajo se considera

gue cada poblacién local evoluciona de manera independiente (Slatkin, 1987).

En peces marinos el flujo génico esta determinado por procesos como la forma en
que se dispersan las larvas, la historia de vida de cada especie y factores
oceanograficos (Bradbury et al., 2008). Comprender cuales de esos procesos son
los que mas influencian la estructura genética de las poblaciones es necesario
para generar planes de manejo en especies de importancia pesquera, asi como
conocer los diferentes procesos evolutivos y de dispersion de las especies en un

contexto filogeogréfico. La diferencia en las frecuencias alélicas entre poblaciones
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es denominada estructura genética. En ésta se refleja la cantidad y distribucién de
la variacién genética, asi como el grado de flujo génico de las especies. A mayor
transferencia de alelos se observa menor estructuracion genética. Por ello, al
realizar una comparacion entre las frecuencias de alelos se puede inferir cuél es el
grado de migracion de individuos y por ende de alelos entre la poblacion
analizada. Asi mismo para determinar cuéles son los posibles factores que puedan
estar influenciando la migracion se hace necesario comparar la estructuracion
genética de especies que se encuentran co-distribuidas. Al realizar estas
comparaciones se pueden encontrar congruencias o diferencias en los patrones
filogeogréficos, lo cual permite realizar aproximaciones a la comprension de la
relacion entre las historias de vida y la estructura poblacional (Riginos et al., 2011).
Ademas, la comparacion de los patrones de estructuracion genética entre
especies permite identificar areas con unidades evolutivas significativas que deben

ser prioridad de conservacion (Moritz, 1994; Avise, 2000).

Los estudios de genética de poblaciones en especies con relaciones filogenéticas
cercanas son informativos porque permiten relacionar las caracteristicas
ecologicas o las historias de vida con la estructuracion genética de las
poblaciones, observando que en especies con estadios larvales de similar
duracion la diferencia en su estructuracion genética se puede relacionar con
habitos en la vida adulta o la influencia de barreras fisicas y no solo con el periodo
de dispersion larval (Rocha et al., 2007). Teniendo en cuenta que los factores que
influencian la estructura genética en peces marinos son principalmente las

barreras biogeograficas, las corrientes oceanicas, la distancia geogréafica y la



duracion larval, se espera que los patrones de estructuracion genética al comparar
especies co-distribuidas, que tienen historias de vida similares y estan sujetas a
las mismas fuerzas geogréficas, sean similares. Sin embargo, se han hallado
notables diferencias en la estructura genética en especies que aparentemente
estan influenciadas por las mismas fuerzas por lo cual, se han atribuido estas
diferencias en el flujo génico a las preferencias ecolédgicas y de habitat de cada

especie.

El género Haemulon, perteneciente a la familia Haemulidae, es de gran
importancia ecolégica y econémica en los arrecifes del Nuevo Mundo (Rocha et
al., 2008). Asi mismo, ha sido empleado como modelo para analizar hipotesis
evolutivas, de especiacion y generacion de diversidad en el Gran Caribe (Rocha et
al., 2008; Tavera et al., 2012). Sus especies presentan una amplia distribucién
geografica y habitan ambientes contrastantes (Tavera et al.,, 2012), que en el
océano Atlantico se ven influenciados en gran medida por diferentes barreras (i.e
la barrera amazédnica) (Rocha et al., 2008). Entre los haemulidos, dos especies
representativas en el Gran Caribe son Haemulon aurolineatum (Cuvier, 1830) y
Haemulon steindachneri (Jordan & Gilbert, 1882), las cuales son importantes en la
pesca artesanal, se encuentran co-distribuidas, presentan historias de vida
similares, pero varian en sus preferencias ecoldgicas. Tanto H. aurolineatum como
H. steindachneri pueden ser halladas en distintos habitats como arrecifes de coral,
praderas de pastos marinos, raices de manglar, entre otros (Manooch y Barans,
1982; Estrada,1983; Bravo et al., 2009; Jordan et al., 2012). Sin embargo, H.

steindachneri presenta preferencias por los fondos blandos de mayor turbidez



(Morales y Gonzalez, 2009), mientras que H. aurolineatum es comunmente
hallada en arrecifes de coral, usando como lugares de crianza aguas tranquilas,
someras 0 estuarinas (Bravo et al., 2009; Jordan et al., 2012) y con una
distribucion menos fragmentada que la de H. steindachneri. Asi mismo, la
distribucion geogréfica de ambas especies presenta un patron distinto (Fig. 1),
pues, H. steindachneri se encuentra distribuida en el océano Atlantico, desde
Panam& hasta Santa Catarina-Brasil (Cervigén et al., 1992), asi como en el
océano Pacifico desde México hasta Perd. Por su parte, H. aurolineatum se
distribuye desde el Atlantico occidental en Massachusetts- EE.UU. y las

Bermudas, pasando por el Golfo de México y el mar Caribe hasta Brasil (Darcy,

1983).

Figura 1. a) Distribucién Haemulon aurolineatum, b) Distribucion Haemulon steindachneri.
Tomado de http://biogeodb.stri.si.edu/caribbean/es/thefishes/species/3718

La presente investigacion tuvo como fin comprender la dinamica de flujo génico y

los factores que determinan la distribucion geografica en dos especies de peces
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desovadores pelagicos de aguas someras (Haemulon aurolineatum y H.
steindachneri). Se rechazd la hipdtesis de que existen patrones de estructuracion
genética similares entre ambas especies, considerando que presentan los mismos
periodos larvales y de dispersién, pero varian en la continuidad de su distribucion
geografica, en sus periodos reproductivos y en sus preferencias ecoldgicas
(Estrada, 1983). Con lo que se exploraron los posibles factores historicos,
oceanogréficos, geogréficos y ecoldgicos que determinan las diferencias halladas

en la estructura genética.

4. AREA DE ESTUDIO:

El mar Caribe es un mar semicerrado, rodeado por las masas de tierra de América
del Sur y Central y separado del océano Atlantico por las dorsales asociadas al
arco de las islas Antillas. Con base en la topografia de su fondo marino se divide
en cinco cuencas: Granada, Venezuela, Colombia, Caiman y Yucatan. Estas
cuencas estan separadas entre si por cuatro elevaciones del fondo marino
conocidas como dorsales. La Dorsal de Caiman separa las cuencas de Yucatan y
Caiman; la Dorsal de América Central (también conocida como Dorsal de
Jamaica) se sitla entre las cuencas Caiman y Colombia; la Dorsal de Beata entre
las cuencas Colombia y Venezuela; y la Dorsal de Aves entre Venezuela y
Granada (Wust, 1964; Gordon, 1967; Andrade-Amaya, 2000). La superficie del
mar Caribe cubre un area aproximada de 2°640.000 km? y su profundidad media

es de 2.560 m, siendo las planicies abisales hasta de 4.400 m. Una gran parte de
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las aguas superficiales que entran al mar Caribe proceden del océano Atlantico a

través de los pasos que separan las Antillas Menores (Vides y Sierra, 2003).

El Caribe Sur es una region geoldgicamente compleja que se encuentra ubicada
dentro de un ambiente tecténico compresional con componentes direccionales
producto de la interaccion entre la placa continental suramericana y las placas
oceanicas Caribe y Nazca (Taboada et al., 2000; Audemard y Audemard, 2002;
Trenkamp et al., 2002; Cortés y Angelier, 2005). Estas particularidades determinan
caracteristicas ambientales complejas que favorecen la presencia de gran
cantidad de especies y endemismos. Formo parte del Pacifico occidental hasta
que fue separado de este por el istmo centroamericano hace aproximadamente 3

a 5 millones de afios (Arias, 1998).

Para la presente investigacion, es importante tener en cuenta — en lo concerniente
al influjo que ejercen las corrientes en la dispersion de los peces marinos- que las
aguas del Caribe, en general, se desplazan en sentido oriente-occidente,
influenciadas principalmente por los vientos Alisios, que llevan la Corriente del
Caribe, proveniente de la Antillas Menores, a bafiar las costas de Venezuela, las
islas de Sotavento y la peninsula de La Guajira (Fig. 2). Esta corriente continua
hacia el occidente donde, al aproximarse al archipiélago de San Andrés y
Providencia, se bifurca y genera una corriente hacia el sur-occidente que llega a
las costas de Costa Rica, Panama y Colombia y da origen a la Contracorriente
Panama- Colombia (Diaz, 2014). Esta ultima hace parte del sistema de circulacion
ciclico Giro Panama- Colombia y termina en la desembocadura del rio Magdalena,

donde se vuelve a unir a la Corriente del Caribe. Hacia la segunda mitad del afo
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los vientos Alisios pierden fuerza y la corriente del giro Panama - Colombia puede
prolongar su flujo hasta las costas de la peninsula de La Guajira. Las aguas
superficiales del Caribe tienden a tener temperaturas que oscilan entre 27 y 29°C,
aunque en las zonas frente a la costa de La Guajira y de isla Margarita durante
parte del afio pueden llegar a ser menores de 23°C por el fendmeno de surgencia
ocasionado por los vientos Alisios (Diaz, 2014). La intensidad de los vientos
Alisios varia entre las épocas seca Yy lluviosa, lo que ocasiona que la temperatura
del agua aumente cuando ésta disminuye y la dindmica de las corrientes varie en

determinados lugares (Diaz, 2014).
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Figura 2. Corrientes del sur del Caribe hasta 50 m de profundidad (tomada de
Andrade et al., 2003

Respecto a las caracteristicas fisicas de cada localidad de muestreo, es necesario
mencionar que en la region nororiental de Venezuela se encuentra isla Margarita,
la cual hace parte de una amplia plataforma continental que esta influenciada
principalmente por el fenomeno de surgencia y por las descargas del rio Orinoco

(Cervigon, 2005). Los fenbmenos anteriores la hacen fértil y uno de los centros
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pesqueros mas importantes de Venezuela (Gomez, 1996). En lo concerniente al
Caribe colombiano, la peninsula de La Guajira se caracteriza por tener aguas con
una fuerte surgencia (Diaz, 2014). Cuando la Corriente del Caribe choca con la
plataforma de Nicaragua se genera la Contracorriente de Colombia que se
desplaza en sentido oeste-este y en época de lluvias alcanza la costa del Cabo de
la Vela. La plataforma continental de La Guajira es amplia desde el Cabo de la
Vela hacia el occidente. Como La Guajira no tiene aportes fluviales significativos,
en comparacion con otras regiones del Caribe colombiano, la sedimentacion
terrigena es minima; esto se relaciona con el gradiente de salinidad, que
disminuye en sentido nororiente — suroccidente, cuando se acerca a otras
regiones del Caribe continental colombiano, donde se reciben aportes fluviales de

la Sierra Nevada de Santa Marta, el rio Magdalena y el rio Atrato (Diaz, 2014).

Desde La Guajira hasta la desembocadura del rio Piedras predominan los fondos
arenosos. En la plataforma estrecha y poco profunda de la Sierra Nevada de
Santa Marta se encuentran litorales rocosos, praderas de pastos marinos y
formaciones coralinas (Diaz y Acero, 2003). Esta region presenta fenbmenos de
surgencia y recibe las descargas de los rios Manzanares y Gaira, ademas de las
aguas servidas de la ciudad de Santa Marta, lo cual crea un gradiente de salinidad
gue se incrementa hacia el suroccidente (Molina, 1993); en la regién central hay
presencia de estuarios y lagunas costeras influenciadas por la desembocadura del
rio Magdalena y la Ciénaga Grande de Santa Marta. Por altimo, en la regiéon que
va desde Cartagena hasta Capurgand posee una plataforma continental amplia,

hay influencia de la Contracorriente del Darién y predominan los arrecifes
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coralinos de las islas del Rosario y San Bernardo y las lagunas costeras del golfo

de Morrosquillo (IDEAM, 2007).

5. METODOS

De junio de 2015 a abril de 2016 se colectaron especimenes de H. aurolineatum
(135 individuos) y H. steindachneri (116 individuos) en los mercados y en las
faenas de pesca realizadas por los pescadores artesanales, en cinco localidades
del Caribe sur: Capurgana, Baru- Golfo de Morrosquillo, Santa Marta, La Guajira e

isla Margarita (Fig. 3).

-

Figura 3. Localidades de muestreo en el Caribe.Entr rénis; niamero de
individuos colectados por especie en cada localidad. Editado desde @Google
maps 2016.

5.1Extraccion

Se tomaron muestras de tejido de la aleta pectoral de cada individuo, se

depositaron en viales con etanol al 96% y se refrigeraron a -20°C. Se extrajo y
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purifico el ADN de cada muestra, con algunas modificaciones del protocolo de
extraccion de Salt-extraction propuesto por Alhjanabi y Martinez (1997), a saber: la
cantidad de proteinasa K de 20 mg/ml de concentracion fue de 5ul y el ADN final
fue re suspendido en 75 pl de buffer TE (10 mM Tris-Cl, pH 7.5 1 mM EDTA). El
éxito de la extraccion se evalud por medio de electroforesis en gel de agarosa a
1% y se cuantificé el ADN por medio de Nanodrop 2000 (Termo Scientific, EE.
UU.) a una longitud de onda de 260 nm, comparando con buffer TE como blanco.

5.2 Amplificacién cruzada en Haemulon aurolineatum y Haemulon
steindachneri

Para realizar el procesamiento de muestras en laboratorio, en primer lugar se
identificaron las secuencias de microsatélites que habian sido registradas para H.
aurolineatum y para otras especies del género Haemulon en GenBank, de las
cuales se disefiaron ocho cebadores reverse y ocho cebadores forward, de 20 pb
en promedio cada uno en el programa Geneious 9.0 (Drummond et al., 2010)
(Tabla 1) para las secuencias Hau034, HaO075, Haul83, Hau220, Hau315,
Hau4l7, Hau462 y Hau474 de H. aurolineatum registradas por Turner et al.
(2005). Los parametros que se tuvieron en cuenta para el disefio fueron que: 1) los
cebadores de cada microsatélite tuvieran una temperatura de fusion (Tm) cercana
(< 0,6°C de diferencia); 2) Un porcentaje de %G-C de 40% a 60%; 3) todas las
secuencias terminaran en G o C; y 4) los ultimos tres nucledtidos del extremo 3’ de
los cebadores no fueran complementarios entre si. A los cebadores forward de
cada microsatélite se les adhirid la secuencia universal M13 en el extremo 5’ para

la optimizacion en el proceso de fluoromarcado para la genaotipificacion (Schuelke,
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2000).

Ademas de éstas secuencias se seleccionaron seis cebadores disefiados por

Williams et al. (2003) para Haemulon flavolineatum, teniendo en cuenta el nivel de

polimorfismo y la simplicidad en la unidad de repeticion. A las secuencias forward

también se les agregé la secuencia M13 (Tabla 1).

Tabla 1. Cebadores evaluados. Para cada cebador hay dos secuencias: Arriba;
Fluoromarca+M13+ Forward, abajo Reverse. %G-C: Porcentaje de Guanina-
Citosina. Tm: Temperatura de fusion en °C (NR=No reportada). TA: Temperatura
amplificacion en °C.  Amp: Amplificacién. Pol: Polimorfismo. Los superindices al
lado de cada loci indican que fueron seleccionados para amplificar masivamente
en cada especie; * Haemulon aurolineatum; ® Haemulon steindachneri.

Autor | Nombre loci Secuencias primer %GC | Tm | TA | Pol.
(¢S [ (S
Hau034 FAM-M13-ACACTCATACATTTGCTGCAGG | 455 [59.2 |56 | No
TGAGCTGTTCTGATGGACCG 55 59.8
Hau075 NED-M13-ATCTTGGACATGCACACGGG 55 60.7 | 56 | Si
CTCTGAGCTCGTCTTCAGCC 60 60.2
Hau183"® NED-M13- 417 |59.7 |56 |Si
TGGTTCACATGTGTATGTTGTGTC
AACTCTGGTGCTGGGTTACC 55 59.6
Hau220™ ® NED-M13-CAGCACAACACCAGGGTTTATG | 50 60 |56 |Si
o TTCACTCTGCTCAGCTGCTC 55 60
§ Hau315™°® FAM-M13-TGCAGAAAGACACTCTGAGGTG | 50 60.2 | 56 | Si
by GACACAGCTGGTAGTCAGGG 60 59.8
= Hau417"*® VIC-M13-TGAGCTGACGAGATACACGC 55 59.9 |56 | Si
I TGTGATGCTCGTCACCTCTG 55 | 59.8
2 Hau462™® PET-M13-GCGCTTGTCGACATTGTCTC 55 59.9 |56 | Si
0 TGCGTAGGTTAACTTTCCACATG 435 |59.3
S Hau474™® VIC-M13-TGGTAACATTTCCCTGGCTCTG | 50 60.3 |56 | Si
m CAGTGGGCAACTTCACCTTG 55 59.3
HfAAC3-B" PET-M13-GCTCCATGCTGAATGTGAT NR |[NR |52 |sSi
ATGGTCTGTGTCTTGAGTCTGT NR |NR
HfAAC10-C" | FAM-M13-CACGGAGAAAGGAATAGCAT NR |[NR |52 |sSi
. TGGCAGAGAGAGAGGTTTCA NR |NR
§ HfAAC37-C° | VIC-M13-CCAGCAGAGGAGGTGAGAC NR |[NR |52 |[SsSi
8 CCGCTGTTTCCAATTTATCT NR |NR
= HfAAC41-A PET-M13- NR |[NR |49 |SsSi
= TCTGCTGTTTACTTTTTCTCTGTC
B CAGCCCTCGATACAAGTTCA NR |NR
8 HfAAC43—-C"*® | FAM-M13-CTGCCTTGTGTGGACAAAA NR |NR |53 |Si
S CGTGAGTCAAAACATACACTGA NR |NR
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HFAAC54-A™® | NED-M13-GACGCAGCATGAATTAAAAC NR NR | 49 Si
GCTGGTCTACGACGAGATG NR NR

Una vez obtenidas las secuencias, se procedid a estandarizar las condiciones
adecuadas de amplificacion de fragmentos por PCR (Polymerase Chain Reaction)
usando un termociclador Proflex, PCR system- Life Tecnologies, y haciendo
distintos ensayos en los que se probaron diferentes volimenes y concentraciones
de dNTPs, MgCI2, cebadores, [ADN] y tag polimerasa, hasta obtener las
condiciones ¢6ptimas de amplificacion para cada microsatélite (Tabla 2). El
programa de PCR estuvo basado en las condiciones requeridas para el uso del
cebador universal M13: Un ciclo a 94°C por 2| min; 30 ciclos de 94°C por 15 s,
TA:48- 60°C por 15 s, 72°C por 45 s, 94°C por 15 s; 8 ciclos de 53°C por 5 s, 72°C
por 45 s; un ciclo de 72°C por 15 min y un ciclo a 15°C por 15 min. Para la
estandarizacion se usaron muestras de dos individuos de cada localidad para un
total de ocho muestras analizadas, mas el control. La verificacion de las
amplificaciones se realizé por medio de electroforesis en gel de agarosa a 2.5%
usando 3 pl de amplicon tefiido con GelRedTM y una fuente de poder a 400 mA
por 40 min. Se visualizaron los resultados en un documentador de geles con luz
ultravioleta. El tamafio de los fragmentos amplificados se verificd con el marcador
de peso molecular 100 pb DNA ladder de Solis BioDyne. Los fragmentos producto
de PCR obtenidos de dichas pruebas fueron analizados por medio de
electroforesis capilar en el secuenciador ABI3130 y el genotipado se realiz con el

programa Geneious 9.0 (Drummond et al., 2010).
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Tabla 2. Concentraciones de PCR ideales para la amplificacion de cada loci

microsatélite.

Concentraciones
de PCR

Buffer
BD

dNTP's

MgCl,

Primer - | R-Primer

M13

F-
Primer-
M13

Taq
Polimerasa

Concentraciéon
inicial:

10x

10 mM

25mM

10 uM 10 pM

10 pM

s5uU/ul

Loci
Microsatélites

Concentracion final

HfAAC43

HfAAC10

HfAAC54

Haul83

Hau315

Hau220

Hau474

Hau462

Hau417

1X

0.3mM

1.5mM

0.25 pl 0.25 pl

0.06 pl

1U

HfAAC37

HfAAC3

1X

0.3
mM

2.5 mM

0.16 uM 0.16 uM

0.04 uM

0.5U

Analisis de resultados:

En primer lugar, para detectar posibles errores de genotipificacion (presencia de

alelos nulos) se uso el programa Micro Checker (Oosterhout et al., 2004) con 1000

simulaciones bootstrap con un nivel de confianza de 95%. Se estimo la diversidad

genética con el paquete de Analisis de Genética de poblaciones “poppr” version

2.2.0 en el software R. En dicho paquete se obtuvieron los valores de promedio

de alelos por locus y por localidad, asi como la heterocigosidad observada y

esperada. Las frecuencias alélicas en cada poblacion de cada locus fueron
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calculadas con el programa GenAlEx V6.41 (Peakall y Smouse, 2006). Se
estimaron las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg por medio de la prueba
de probabilidad de Fisher (Raymond y Rousset, 1995) implementada en el
paquete del software R “pegas”, Population and Evolutionary Genetics Analysis
System Version 0.9. por medio de 1000 permutaciones y el ajuste de los p-valores
a la correccion de Bonferroni. Las medidas de desequilibrio de ligamiento para
toda la poblacion y por subploblaciones se estimaron por medio del indice de
Asociacion de Agapow y Burt (2001) implementado en el paquete “poppr”, y por
pares de loci por medio del test de Probabilidad de Fisher (Raymond y Rousset,
1995) del programa GENPOP-On-the-web V4.2 (Rousset, 2008) con 1000

interacciones de Monte Carlo- MCMC.

La contribucién a la diferenciacion de cada nivel en que se pudieron agrupar los
datos, se determind a partir del calculo del estadistico ®ST con el Analisis
Molecular de Varianza (AMOVA) (Excoffier et al., 1992), con éste mismo
estadistico se realizd el analisis por pares de localidades, asi como la prueba de
Mantel para evaluar si la diferenciacion genética es debida al aislamiento por
distancia geogréafica. Cada prueba se ejecuté con 9999 permutaciones en el

programa GenAlEx V6.41 (Peakall y Smouse, 2006).

Para tener un acercamiento a la comprensiéon del flujo génico actual de cada
poblacién se realizé un analisis Bayesiano de clusters por medio del paquete
“adegenet” en R, el cual admite desvios del EHW. También se usé el programa

STRUCTURE version 2.3.4. para inferir la estructura genética promedio de una
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asignacion probabilistica de individuos a K grupos. Una serie de 20 simulaciones
independientes por cada K (K= 1-10) fue realizada usando el modelo Admixture,
con frecuencias alélicas correlacionadas, LOCPRIOR, con 50000 interacciones
MCMC. Se seleccion6 el nimero de grupos (K) determinando el K -(AK) (Evanno

et al., 2005) para cada K en Excel.

6. RESULTADOS

6.1 Amplificacién cruzada en Haemulon aurolineatum

De 14 microsatélites analizados en esta especie uno no fue polimorfico y 12
lograron ser amplificados masivamente, 10 no estaban desviados
significativamente del equilibrio Hardy Weinberg en una poblacién de prueba de 30
individuos. El locus Hau034 no amplific6 masivamente y fue monomorfico,
mientras Hau075 amplific6 mdultiples bandas y no fue posible estandarizar la
amplificacion de una Unica region (Tabla 1). Los loci HFAAC41-A y HFAA37-C se
desviaron significativamente del equilibrio en una sub-muestra de 16 individuos,
por lo que no fueron seleccionados para realizar todo el andlisis. Al hacer el
andlisis para identificar problemas en la genotipificacion en el programa
MicroChecker (Oosterhout et al., 2004), no se hall6 evidencia de alelos nulos, ni
de tartamudeo, con los que se pudiera aducir a un déficit de heterocigosidad por el

disero de los cebadores.

6.2 Diversidad genética Haemulon aurolineatum:

Los loci analizados mostraron un alto nivel de polimorfismo en las diferentes
localidades, el locus con mayor cantidad de alelos fue Ha220 (39) mientras que el
de menor niumero de alelos fue HFAAC54-A (23). El promedio de alelos en los loci
estuvo en un ambito de 13 a 20. El promedio de alelos por locus por poblacion fue

15. La localidad con mayor promedio de alelos fue Santa Marta. El ambito de
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tamafo de los alelos fue de 76-208. Las frecuencias alélicas de H. aurolineatum
(Anexo A) en la mayoria de los locus mostraron la predominancia de en promedio
cuatro alelos a lo largo de todas las localidades. El alelo de mayor predominancia
se hall6 en el locus Hau474, con un ambito de predominancia de 8- 54%. El locus

gue mostré mas uniformidad en la frecuencia de los alelos fue Hau462.

La menor heterocigosidad observada (Ho) la presentdé el locus Ha4l7 y la
localidad de isla Margarita, la mayor Ho el locus HFAAC43 y la localidad de La
Guajira. El indice de diversidad de Simpson (IS) fue mas alto en el locus Ha462.
La localidad con menor IS fue isla Margarita. El locus con indice de Fijacion (F)
mas alto fue Ha417, mientras que Hal83 fue el mas bajo. La localidad de isla
Margarita presento el F méas alto y La Guajira el mas bajo (Tabla 3).

Tabla 3. Alelos por loci en cada localidad. Media: Promedio alelos por loci; Total:
Total alelos por loci; Ra: Rango de tamafios alélicos; I. S.: Indice de diversidad de

Simpson; Ho: Heterocigosidad observada; He: Heterocigosidad esperada; A:
Promedio de alelos por localidad; N: Individuos analizados en cada localidad.

Loci Baru Capurgana | La Santa | Isla Media | Total | .S | Ra He
Guajira | Marta | Margarita (pb)
Ho
Ha315 13 13 18 20 12 15 35 76- | 0.83 | 0.87
0.87 170
Ha417 10 13 11 21 11 13 36 0.86 | 96- | 0.68 | 0.86
192
Ha220 22 24 16 19 11 18 39 092 | 82- |09 |092
212
HfAAC3 | 16 21 17 18 12 17 33 0.91 | 118- | 0.89 | 0.91
196
HfAAC4 | 12 11 16 15 13 13 21 0.90 | 160- | 0.92 | 0.9
3 206
HfAAC1 | 12 14 14 17 6 13 25 0.89 | 102- | 0.8 |0.89
0 192
Ha474 13 14 18 9 9 13 24 0.87 | 126- | 0.8 | 0.87
208
Hal83 15 15 13 15 10 14 29 0.90 | 96- | 091 |09
154
Ha462 21 19 20 25 14 20 31 0.95 | 98- | 0.91 | 0.95
164
HfAAC5 | 19 13 17 19 10 16 23 0.93 | 156- | 0.87 | 0.93
4 204
A 15 16 16 18 11 15 29.6
N 30 30 30 30 15
I. S. 0.967 | 0.967 0.967 0.967 | 0.933
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Ho
He

0.903 | 0.824 0.913 0.800 | 0.762

0.858 | 0.861 0.870 0.870 | 0.837
Todos los loci presentaron desvios en el Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) en
alguna de las localidades, a excepcion de HfAAC43 que en ninguna localidad se
aleja significativamente del equilibrio. El locus Ha315 se desvio del EHW en todas
las localidades. En la localidad de Santa Marta todos los loci se encontraron fuera
del EHW a excepcion del locus HfAAC43. Baru e isla Margarita fueron las de
menor cantidad de loci fuera del equilibrio, mientras que Capurgana y La Guajira
tuvieron seis loci fuera del EHW (fig. 4). Pese a que no todos los loci estuvieron
en desequilibrio en todas las localidades, al evaluar el desvio del equilibrio con

todos los loci en cada localidad fue significativo.

Desviaciones Equilibrio Hardy- Weinberg

HE4 4 0.094 0.633 0952 0597 0.023 - F1.0

627 0377 0012 0.026 0553 0018

Hatss 4 0001 0.000 0.000 0.084 0.004 o8
al83

Haa74 4 0.051 = 0.000 0,000 0988 0.000

06

, 010015 0149 0012 0000 0000 [ 5
= o
o >
3 s 0595 0160 0977 0133 0870 | e
0.4
waacs 4 0485 0,093 0989 0566 0.000 |
Ha220 1 0233 0000 0008 0043 0000 [ | |,
H417717 0,000 0.000 0.894 0026 0.000 |
st | 0023 0009 0001 0011 0000 | | |oo

T T T T T
BarJ Capurgané Guajira Isla Margarita Santa Marta
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Figura 4. P-valores de prueba de Xi? para Equilibrio Hardy-Weinberg de cada loci
microsatélite en cada localidad. P-value < 0.05 se considera por fuera del EHW.
Los p-values fueron ajustados con la correccion de Bonferroni.

Se hall6é desequilibrio de ligamiento significativo a través de todas las localidades
con excepcion de Santa Marta donde el indice de asociacion de Agapow y Burt
(2001) fue 0.092 y el p- valor > 0.05. En las demés localidades el p-valor fue <0.05
(Tabla 4). Al hacer el analisis por pares de loci con el método de Fisher a través de
todas las localidades se detectd que para cada una los pares de loci en
desequilibrio fueron diferentes, el par de loci que se encontré en desequilibrio para
mas localidades fue: HfAAC43 y HfAAC54; sin embargo, ningun par de loci se
encontré en desequilibrio en todas las localidades. Al hacer el andlisis por cada
localidad efectuando distintas permutaciones, los pares de loci que mas aportaron
al desequilibrio fueron distintos encontrando el locus HfAAC10 como el de mayor
aporte. Al hacer las pruebas de diferenciacion genética con y sin el locus HFAAC10
no se encontraron diferencias en los resultados (Tabla 5). El hecho de que para
las distintas permutaciones hayan sido distintos pares de loci los que aportaron al
desequilibrio indica que el desequilibrio no es debido a ligamiento fisico entre los
marcadores.

Tabla 4. Prueba de desequilibrio de ligamiento por localidad. indice de asociacion

entre los loci. p-valor <0.05 denota desequilibrio de ligamiento significativo para las
localidades.

indice de asociacion de p- valor
Agapow y Burt (2001)
Poblacién total 0.081 0.000
Baru 0.081 0.001
Capurgana 0.054 0.001
La Guajira 0.137 0.001
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Santa Marta

0.092

0.308

Isla Margarita

0.141

0.037

Tabla 5. P-valores de prueba de desequilibrio de ligamiento de Fisher. entre pares de loci en cada localidad.
En negrilla los p-valores significativos estadisticamente p-valor <0.05.

Locus 1 Locus 2 Capurgana | Bari | Santa Marta La Guajira | Isla Margarita
Ha315 Ha417 0.607 0.002 | 1.000 0.909 0.084
Ha315 Ha220 1.000 0.503 | 1.000 0.905 0.025
Ha417 Ha220 0.589 1.000 | 0.242 0.143 1.000
Ha315 HfAAC3 1.000 0.726 | 1.000 0.782 1.000
Ha417 HfAAC3 0.298 0.951 | 0.200 0.014 1.000
Ha220 HfAAC3 1.000 0.000 | 0.316 0.073 0.000
Ha315 HfAAC43 | 0.165 0.433 | 1.000 0.446 1.000
Ha417 HfAAC43 | 0.620 0.245 | 1.000 0.484 1.000
Ha220 HfAAC43 | 0.392 1.000 | 0.211 0.033 1.000
HfAAC3 HfAAC43 | 1.000 0.340 | 0.024 0.245 1.000
Ha315 HfAAC10 | 0.074 0.450 | 0.211 0.825 1.000
Ha417 HfAAC10 | 1.000 0.620 | 0.009 0.037 1.000
Ha220 HfAAC10 | 1.000 1.000 | 0.061 0.008 1.000
HfAAC3 HfAAC10 | 1.000 0.221 | 1.000 0.065 0.184
HfAAC43 | HfAAC10 | 0.016 0.050 | 0.136 0.005 1.000
Ha315 Ha474 0.158 0.177 | 0.888 0.828 0.091
Ha417 Ha474 0.308 0.139 | 0.010 0.782 1.000
Ha220 Ha474 1.000 1.000 | 0.389 0.734 0.034
HfAAC3 Ha474 0.595 0.067 | 0.100 1.000 0.041
HfAAC43 | Ha474 0.658 1.000 | 0.777 0.355 0.906
HfAAC10 | Ha474 0.085 0.000 | 0.014 0.007 0.330
Ha315 Ha183 0.952 0.814 | 1.000 0.427 0.093
Ha417 Ha183 0.612 0.365 | 0.235 0.098 0.147
Ha220 Hal83 1.000 1.000 | 0.207 0.015 1.000
HfAAC3 Hal83 1.000 1.000 | 0.108 0.074 1.000
HfAAC43 | Hal83 1.000 1.000 | 1.000 0.385 1.000
HfAAC10 | Hal83 1.000 0.037 | 0.859 0.167 0.456
Ha474 Ha183 0.076 0.003 | 0.005 0.142 1.000
Ha315 Ha462 0.004 0.078 | 1.000 0.305 1.000
Ha417 Ha462 1.000 0.517 | 1.000 1.000 1.000
Ha220 Ha462 1.000 1.000 | 1.000 0.476 1.000
HfAAC3 Ha462 1.000 1.000 | 1.000 1.000 1.000
HfAAC43 | Ha462 0.000 1.000 | 1.000 1.000 0.000
HfAAC10 | Ha462 0.000 0.471 | 0.011 0.327 1.000
Ha474 Ha462 0.021 0.350 | 0.000 0.360 1.000
Ha183 Ha462 1.000 0.334 | 0.319 0.308 1.000
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Ha315 HfAAC54 | 0.082 0.000 | 1.000 0.053 0.001
Ha417 HfAAC54 | 1.000 0.175 | 1.000 0.024 0.205
Ha220 HfAAC54 | 1.000 1.000 | 1.000 0.000 0.000
HfAAC3 HfAAC54 | 1.000 1.000 | 1.000 0.068 0.718
HfAAC43 | HFAAC54 | 0.044 1.000 | 0.015 0.015 0.003
HfAAC10 | HfAAC54 | 0.382 0.585 | 0.339 0.000 0.000
Ha4d74 HfAAC54 | 0.044 0.462 | 0.548 1.000 0.343
Hal83 HfAAC54 | 0.155 1.000 | 0.413 0.093 0.248
Ha462 HfAAC54 | 0.119 1.000 | 0.105 1.000 0.363

6.3 Estructura genética de Haemulon aurolineatum:

Por medio del estadistico ®pt se determiné una estructura genética significativa
(Ppt= 0.064 p-valor= 0.001) para toda la poblacion de H. aurolineatum en el area
de estudio. Los valores del Analisis Molecular de Varianza AMOVA hicieron
evidente que la mayor variacion se da entre los individuos dentro de las
localidades (94%) con respecto al 6% que aporta la diferenciacién genética entre
las localidades (Tabla 6). El andlisis de diferenciacién genética con el estadistico
®pt por pares de localidades evidencio diferencias significativas en todas las
comparaciones. Isla Margarita presenta el mayor grado de diferenciacion respecto
a las otras localidades. EI menor grado de diferenciacion se hall6 entre Capurgana
y La Guajira; sin embargo, la diferenciacion fue significativa. El mayor grado de
diferenciacion se dio entre isla Margarita y Baru (Tabla 7). Al aplicar la prueba de
Mantel se encontr6 que la relacion entre la matriz del estadistico ®pt por pares de
localidades no tuvo una correlacién significativa con la de distancias geogréficas

(coeficiente de correlacion de Pearson=0.519, p-valor= 0.166) (Fig. 5).

Tabla 6. Andlisis Molecular de Varianzas con estadistico ®pt para las localidades
y los clusters. df: Grados de libertad; SS: Suma de Cuadrados; MS: Media
Cuadrados; CV: Componentes de Varianza. % Porcentaje de Variacion.

Amova (Ppt)= 0.064 p-valor=0.001 df SS MS CV. %
Entre localidades 4 103.232 25.808 | 0.627 6%
Dentro de las localidades 130 1182.373 | 9.095 | 9.095 94%
Total 134 1285.606 9.722 100%
Amova (Ppt)= 0.125 p-valor=0.001

Entre Clusters 3 147.188 49.063 | 1.298 12%
Dentro de los Clusters 131 1191.523 | 9.096 9.096 88%
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Total | 134 [1338,71 10,394 | 100% |

Tabla 7. Estadistico ®pt analizado por pares de localidades (debajo de la
diagonal). P- Valores (arriba de la diagonal)

®pt por Capurgana | Baru Santa Guajira Isla
pares de Marta Margarita
localidades
Capurgana | - 0.001 0.001 0.001 0.001
Baru 0.047 - 0.001 0.001 0.001
Santa Marta | 0.052 0.074 - 0.001 0.001
Guajira 0.040 0.064 0.061 - 0.001
Isla 0.088 0.123 0.046 0.094 -
Margarita
Test de Mantel

0,140

0,120 y = 3E-05x + 0,0473

0,100 - R?=0,2695 Rxy=0,519

0,080 7 / P-Valor=0,166

20,060 -
&

0,040

0,020 |

0,000 T T T T T

0,000 200,000 400,000 600,000 800,000 1000,000 1200,000
Distancia geografica (km)

Figura 5. Test de Mantel para Distancia Geografica vrs. ®pt por pares de
localidades. R% Coeficiente de Determinacién. Rxy: Coeficiente de Correlacion de
Pearson. P-valor >0.05 denota una correlacion no significativa entre las
distancias.

El analisis de Clasters basado en el Criterio de Informacion Bayesiano en el
paquete “adegenet” de R, revelé cuatro linajes genéticos (K=4) que fueron
corroborados en el programa STRUCTURE (Fig. 6). El linaje azul se vio
distribuido por todas las localidades, siendo predominante en la localidad de

Capurgana. En la localidad de Baru el linaje predominante fue el amarillo, el cual
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se distribuy6 en todas las localidades, excepto en isla Margarita. En Santa Marta
no se observa un linaje predominante y tiene representacioén de los cuatro linajes
hallados. En la Guajira el linaje predominante es el rojo, el cual se encuentra
también distribuido en Santa Marta e isla Margarita, pero no en Capurgana y Bara.
Por ultimo, en isla Margarita se presenta el verde como linaje predominante y no
se encuentra el linaje amarillo. El linaje verde también se encuentra en gran
medida en Santa Marta. Se realiz6 un AMOVA para identificar si fue significativa la
diferenciacion genética entre los cuatro linajes hallados. La mayor diferenciacion la
aporté la variacion entre individuos dentro de cada cluster (88%) frente a la

variacion entre clusters (12%) (Tabla 7).

atum

.
i

Haemulon auroline
S2LCIe :

La Guajira

7 L. Mrarita

Capurgana Bara Sta. Marta

Figura 6. Diagrama en STRUCTURE de la distribucién de cuatro linajes genéticos
a través de las localidades.

6.4 Amplificacion cruzada en Haemulon steindachneri

De 14 microsatélites analizados en esta especie no fue posible amplificar
masivamente tres: Hau034, HFAAC3 y HfAAC41. Once lograron ser amplificados
masivamente, de los cuales HfAAC10 fue monomérfico y Hau075 se desvio
significativamente del equilibrio Hardy Weinberg en una sub-muestra de 16
individuos (p-valor=0.0000). Por lo anterior, el analisis de diferenciacion genética
se realizd6 con los nueve loci restantes. El analisis realizado en el programa

MicroChecker (Oosterhout et al., 2004) no dio evidencia de alelos nulos, ni de
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tartamudeo, en ocho loci. El locus HFAAC54 presento un déficit de heterocigotos y

la consecuente probabilidad de presentar alelos nulos.

6.5 Diversidad genética en Haemulon steindachneri:

Todos los loci mostraron un alto grado de polimorfismo; el mas alto fue Hau220
con 46 alelos y el menor fue Hau462 con 19 alelos. El promedio de alelos por cada
loci varié de 10 a 20. La localidad con mayor promedio de alelos fue Baru con 20,
en contraste con isla Margarita que presento 9 alelos en promedio. El promedio de
alelos por locus por localidad fue 15. EI ambito de tamarfio de los alelos fue de 66-
210 (Tabla 8). Las frecuencias alélicas en H. steindachneri mostraron la
preponderancia de determinados alelos ¢ 4) en cada locus en todas las
localidades, frente a un porcentaje restante de diversos alelos cada uno en bajas
frecuencias. El locus Ha4l7 estuvo representado en su 52% por el alelo 140,
mientras que el locus con mayor uniformidad en las frecuencias fue HfAAC37
(Anexo B).

Tabla 8. Alelos por loci en cada localidad. Media: Promedio alelos por loci; Total:
Total alelos por loci; Ra: Ambito de tamafios alélicos; I. S.: indice de diversidad de
Simpson; Ho: Heterocigosidad observada; He: Heterocigosidad esperada; A:
Promedio de alelos por localidad; N: Individuos analizados en cada localidad.

Loci BarG | Capurgand | Guajira | Santa | Isla Media | Total Ra I.S. | Ho | He
Marta | Margarita
Haul83 23 10 9 9 11 12 28 100- | 0.81 | 0.92 | 0.81
Hau462 14 9 9 12 8 10 19 220 0.87 | 0.95 | 0.87
Hau315 25 15 21 19 11 18 38 232 0.94 | 0.96 | 0.94
Hau220 23 12 22 17 8 16 46 %86 0.92 | 0.85 | 0.92
Hau474 24 12 15 13 8 14 30 igg 0.92 | 0.88 | 0.92
Hau417 20 6 17 12 8 13 26 i(l)g 0.88 | 0.93 | 0.88
HfAACA43 | 17 13 21 18 7 15 30 égo 0.94 | 0.94 | 0.94
HfAAC37 | 25 12 24 25 14 20 45 igg 0.96 | 0.94 | 0.96
HfAAC54 | 13 13 20 21 7 15 44 géz 0.95 | 0.7 | 0.95
1
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A 20 11 18 16 9 15
N 30 10 30 30 16

I.S. 0.967 | 0.900 0.967 0.967 | 0.933

Ho 0.815 | 0.888 0.963 0.970 | 0.740

He 0.911 | 0.877 0.871 0.835 | 0.814

Todas las localidades presentaron loci desviados significativamente del Equilibrio

Hardy Weinberg. La localidad de Capurgana solo presentd desequilibrio en el

locus HFAAC54. El locus HFAAC43 no se hallé en desequilibrio para ninguna de las

localidades. Ningun locus se hallé en desequilibrio para todas las localidades. El

locus Hal83 solo se hallé en equilibrio en la localidad de Capurgana, mientras que

los loci HfAAC37 y Ha4l7 solo se hallaron alejados significativamente del

equilibrio en la localidad de isla Margarita (Fig. 7). Las localidades de Baru y

Guajira presentaron cinco loci por fuera del EHW cada una, mientras que Santa

Marta e isla Margarita presentaron cuatro loci desviados significativamente del

EHW.
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Desviaciones EHW  H. steindachneri

HE4 4 0,000 0.001 0967 0.000 0.272 B r10

H37 4 0.887  0.528  0.503 0.265 0.021 [

0.8
Ha3 4 0972 0972 0.126 0309 0466

Ha417 7 0,129 0.416  1.000 0.900 0.002 N .

=
(=]
2 rers 1 0000 0830 0001 0016 0279 S
3 Al
04
H220 4 0,155 0266 0000 0812 0001
Hedts | 0004 0574 0048  0.104 0941
0.2
Hets2 1 0000 0874 0003 0000 092
Hats 40,000  0.666 0.000 0000 0001 [ | oo

T T T T T
Bart Capurgand Guajira Sta. Marta Isla Margarita

Figura 7. Gréfica de P- valores de prueba de Xi* de Equilibrio Hardy-Weinberg de
cada loci microsatélite en cada localidad. P-value < 0.05 se considera por fuera del
EHW. Los p-values fueron ajustados con la correccién de Bonferroni.

Para la poblacién total no se hallé desequilibrio de ligamiento, sin embargo, al
hacer el andlisis por localidades se hall6 desequilibrio de ligamiento significativo
en Baru donde el indice de asociacion de Agapow y Burt (2001) fue rq =0.028 y el
p- valor= 0.033. En las demas localidades el p-valor fue >0.05 (Tabla 9). Al hacer
el andlisis por pares de loci con el método de Fisher a través de todas las
localidades se detectdé que para la localidad de Bart sélo un par de loci fue
causante del desequilibrio; Haul183 y Hau474 (p-valor=0.011).
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Tabla 9. Prueba de Desequilibrio de Ligamiento por localidad. indice de asociacion
entre los loci. p-valor <0.05 denota desequilibrio de ligamiento significativo para las
localidades.

indice de asociacion rq p- valor

de Agapow y Burt (2001)
Poblacion total 0.221 0.058
Baru 0.028 0.033
Capurgana 0.044 0.072
Guajira 0.018 0.061
Santa Marta -0.006 0.673
Isla Margarita 0.287 0.118

6.6 Estructura genética de Haemulon steindachneri

Para la poblacion total de H. steindachneri en el area de estudio el estadistico ®pt
determind una estructura genética significativa (®pt= 0.094 p-valor= 0.001). Los
valores del Analisis Molecular de Varianza AMOVA mostraron que la mayor
diferenciacion genética se da a nivel de individuos dentro de las localidades
aportando un porcentaje del 91% a la diferenciacion total (Tabla 10). El andlisis de
diferenciacion genética con el estadistico ®pt por pares de localidades no
evidencio una diferenciacion significativa entre la poblacion de Capurgana y Baru
(Ppt= 0.004 p-valor= 0.294). En las deméas comparaciones entre localidades si
existe una estructura genética significativa. La diferenciacion mas alta se hallé
entre Santa Marta e isla Margarita (Ppt= 0.189 p-valor= 0.001). Asi mismo, isla
Margarita es la localidad mas diferenciada de las demas (Tabla 11). La prueba de
Mantel no hall6 una correlacion significativa entre la distancia geografica y la
diferenciacion genética (Coeficiente de Correlacién de Pearson=0.024, p-valor=
0.121) (Fig. 8).

Tabla 10. Analisis Molecular de Varianzas con estadistico ®pt para las
localidades y los clusters. df: Grados de libertad; SS: Suma de Cuadrados; MS:
Media Cuadrados; CV: Componentes de Varianza. % Porcentaje de Variacion.

Amova (®pt) = 0.094, p-valor=0.001 | df SS MS Est. %
Var.

Entre localidades 4 107.616 26.904 | 0.845 9%

Entre individuos dentro de 110 897.167 8.156 8.156 91%

localidades
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Total 114 1004.783 9.002 100%

Amova (Ppt) = 0.062 p-valor=0.001

Entre Clusters 1 40.488 40.488 | 0.563 6%
Entre Individuos dentro de los 113 964.295 8.534 8.534 94%
Clusters

Total 114 1004.783 9.096 100%

Tabla 11. Estadistico ®pt analizado por pares de localidades (debajo de la
diagonal). P- Valores (arriba de la diagonal)

®pt por pares de Capurgana | Bara | Santa La Isla
localidades Marta Guajira | Margarita
Capurgana - 0.294 | 0.001 0.001 0.001
Baru 0.004 - 0.001 0.001 0.001
Santa Marta 0.113 0.098 - 0.001 0.001

La Guajira 0.064 0.062 | 0.025 - 0.001

Isla Margarita 0.128 0.129 | 0.189 0.155 -

Prueba de Mantel

0,200

0,150 - Rxy=0,024
£ 0100 - y = 3E-05x - 0,0004 P-valor=0,121
e R? = 0,0006

Y
0,050 - ——Lineal (Y)
0,000 ‘
0,000 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000 35,p00
-0,050
Distancia geografica (km)

Figura 8. Test de Mantel para Distancia geogréfica vrs. ®pt por pares de
localidades para H. steindachneri. R?: Coeficiente de Determinacioén. Rxy:
Coeficiente de Correlacion de Pearson. P-valor >0.05 denota una correlacion no
significativa entre las distancias.

Para la poblacién del area de estudio de H. steindachneri el andlisis de clusters

basado en el Criterio de Informacién Bayesiano en el programa R, identificO dos
clusters (K=2), que se ven diferenciados en el esquema del programa
STRUCTURE. EI primer linaje se ve como predominante en las localidades de
Capurgana y Baru, el siguiente linaje predomina en las localidades de Santa

Marta, Guajira e isla Margarita, la mayor predominancia de este linaje se observa
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en Santa Marta (Fig. 9). El Andlisis Molecular de Varianza que se realiz6 para
evaluar la diferenciacion genética a distintos niveles de los clusters, permitié
corroborar una diferencia significativa entre los dos linajes identificados (®Ppt=
0.062 p-valor=0.001), donde el mayor porcentaje de diferenciacion lo aportd la

diferenciacion entre individuos dentro de los clusters (94%) (Tabla 10).

Haemulon steindachneri

Capurgana Baru Sta. Marta La duajira I. Margarita

Figura 9. Diagrama en STRUCTURE de la distribucién de dos linajes genéticos a
través de las localidades.

7 DISCUSION

7.1Amplificacion cruzada en Haemulon aurolineatum y Haemulon
steindachneri

El presente estudio es el primero en evaluar la variabilidad genética por medio de
marcadores moleculares tipo microsatélite de H. aurolineatum y H. steindachneri
en el Caribe colombiano. En éste, se demostro la factibilidad de usar amplificacion
cruzada con los cebadores propuestos por Williams et al. (2003) para H.
flavolineatum en otras especies del género Haemulon y del uso de los cebadores
disefiados en este estudio. Los microsatélites propuestos por Williams et al. (2003)
fueron en su mayoria altamente polimoérficos. Sin embargo, debido a la
complejidad en el tipo de repeticiobn del microsatélite se pueden presentar
problemas de alelos nulos, como es el caso de HfAAC54 en H. steindachneri, y
con esto las consecuentes desviaciones del Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW).
Para H. aurolineatum ya habian sido probados los microsatélites en el estudio de
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Williams et al. (2003), en el cual de 11 microsatélites, lograron amplificar 9. Sin
embargo, para el presente estudio se decidid seleccionar solamente seis de éstos
porque cumplian con el nivel de polimorfismo adecuado y no presentaban
problemas de desvios del EHW. De éstos seis, HFAAC41-A no amplificé para H.
steindachneri y para H. aurolineatum mostré un nivel de polimorfismo muy bajo.
Finalmente, se usaron para el analisis sOlo cuatro microsatélites en H.
aurolineatum y tres en H. steindachneri de los propuestos por Williams et al.
(2003). Los microsatélites de Williams et al. (2003) ya habian sido usados en
previos estudios, en otras especies del género Haemulon, como es el caso de
Villegas et al. (2014) que lograron amplificar cuatro regiones microsatélites en
Haemulon plumieri. El hecho de que el nimero de microsatélites propuestos por
Williams et al. (2003) sea bajo con respecto a los propuestos en otros estudios,
ejemplifica los problemas de la amplificacion cruzada, ya que el éxito de ésta tiene
que ver no solo con la cercania filogenética de las especies en que se usa, Sino
que depende también de las caracteristicas de la poblacién. Un ejemplo de lo
anterior se puede observar en que, para el estudio de Williams et al. (2003), el
microsatélite HfAAC41 mostr6 un adecuado nivel de polimorfismo en H.
aurolineatum, mientras que para este estudio solo se observaron tres alelos en un

tamafo de muestra mas grande.

Por otro lado, de ocho cebadores disefiados en el presente estudio con base en
las secuencias de H. aurolineatum registradas por Turner et al. (2005), seis
permitieron una amplificacion exitosa de las secuencias registradas. Para H.
steindachneri es la primera vez que se prueban estas secuencias por amplificacién
cruzada y los resultados fueron satisfactorios, pues de 14 microsatélites probados,
se lograron usar nueve, pese a la lejania filogenética relativa de las especies para
las que fueron disefiados los microsatélites. Cabe resaltar que en los
microsatélites disefiados para H. aurolineatum se observé un mayor nivel de
polimorfismo en las poblaciones de H. steindachneri que en las de H.
aurolineatum, lo cual es no soélo un indicio del estado de las poblaciones
analizadas sino también de la calidad de resolucion de los microsatélites

empleados, encontrando diferentes grados de variabilidad en distintas especies.
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Por lo anterior se recomienda emplear los microsatélites usados en este estudio
en futuros estudios de genética poblacional en el género Haemulon, teniendo en
cuenta que los microsatélites permiten ahorrar tiempo y dinero y su alto grado de
polimorfismo es una herramienta de alta resolucion para resolver preguntas de

variabilidad genética.

7.2 Diversidad genética en Haemulon aurolineatum y Haemulon
steindachneri

Se evidencio un alto grado de polimorfismo en todos los loci amplificados para H.
aurolineatum en el que la cantidad y &mbito de alelos convergen con los de otras
especies del género Haemulon (Williams et al., 2003; Purcell et al., 2006; Villegas
et al.,, 2014), aunque en la localidad de menor tamafio de muestra, la cantidad de
alelos fue menor respecto a las otras. Aunque todos los loci, a excepcién de
HfAAC43, se encontraron alejados del Equilibrio de Hardy-Weinberg, este
fenbmeno no se dio en todas las localidades, con lo que en cierta medida se
descartan errores de genotipificacién, teniendo en cuenta ademas que el analisis
en el programa MicroChecker no evidencio presencia de alelos nulos. Todas las
localidades y la poblacion total se alejaron significativamente del EHW. La
localidad de Santa Marta evidencio desvios en el equilibrio en casi todos los loci,
con lo que surge la duda de cuéles son los procesos que experimentan las

poblaciones en cada localidad que las puedan alejar del equilibrio.

En primer lugar, se descarta que exista un apareamiento asociativo ya que para
las especies de Haemulon no ha sido documentado un comportamiento de
seleccion sexual y pareciera que los emparejamientos ocurren al azar, cuando los
gametos se liberan al tiempo en los episodios de fecundacion (Mcfarland et al.,
1984). Por otro lado, no se descarta que la poblacion esté sufriendo un efecto
Wahlund, pese a que no existe una correlacion entre la distancia geogréfica y la
matriz de diferenciacion genética, se sabe que las deviaciones en el equilibrio
pueden ser causadas por una sub-estructuraciéon en cada localidad ocasionada
por la mezcla de individuos de cohortes con diferentes frecuencias alélicas,
(Hogan et al., 2012).
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Los demas procesos que pueden alterar el equilibrio como la endogamia, o la
expansion en el tamafio de la poblacion deben ser estudiados con mas
detenimiento en éstas especies teniendo en cuenta que son de importancia para la
pesca artesanal en la region y la presion por sobrepesca podria estar ocasionando
los desvios en el equilibrio en ambas especies. Cabe resaltar que en otras
especies del género Haemulon, como H. flavolineatum, se ha registrado que por
fendmenos depredatorios solo 0.01% de los reclutas llega a la edad reproductiva,
la cual es dos afos después del inicio del reclutamiento (McFarland et al., 1985),
cuando el espécimen puede tener una talla de aproximadamente 140 mm (Bravo
et al., 2009). Mientras que en otros peces arrecifales se registra mas de 2% de
supervivencia de los reclutas hasta llegar a la edad reproductiva (McFarland et al.,
1985). Teniendo en cuenta que las tallas de captura en la pesca artesanal son
cada vez menores y que ademas los individuos inmaduros de H. aurolineatum son
una presa de alta importancia en la alimentacion de depredadores nativos e
invasores como Pterois volitans (Pabdn y Acero, 2016), se sugiere estudiar si los
tamafos poblacionales de las especies de estudio estan teniendo una reduccion
significativa, aunque para el presente estudio esta hipotesis no se considera la
mas plausible para explicar los desvios del Equilibrio de Hardy-Weinberg, ya que
al tener una muestra con individuos de diferentes cohortes es de esperarse
encontrar desvios en el equilibrio por cuenta del efecto Wahlund (Johnson y Black
1984; Hogan et al., 2010)

7.3 Estructura genética en Haemulon aurolineatum

La poblacién de H. aurolineatum en el Caribe sur presenta una estructura genética
significativa (0.064, p-valor=0.001). Previamente se habia observado estructura en
el Caribe en otras especies de haemulidos como H. flavolineatum (Fst= 0.003, p
<0.0001) (Purcell et al., 2006) y H. plumieri (Fst = 0.0560, p < 0.001) (Villegas-
Hernandez et al., 2014). En dichos estudios atribuyen la estructura a un periodo
larval corto ¢ 14 d), ya que se ha observado una clara relacion entre la dispersion
larval y la estructura genética en especies que presentan periodos cortos o muy
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largos de dicho estadio (Purcell et al., 2003; Bay et al., 2006; Rocha et al., 2007).
En especies con periodos larvales intermedios la relacion con la estructura
genética no es tan clara, por lo que dicha estructuracion se relaciona mas con
hébitos ecoldgicos y barreras geogréaficas (Planes et al., 2001; Rocha et al., 2007).
Por ejemplo, Rocha et al. (2002), al estudiar la estructura genética de Acanthurus
bahianus, A. chirurgus y A. coeruleus en el Atlantico, especies que presentan
historias de vida similares pero preferencias de habitat distintas en la vida adulta,
hallaron que no habia estructura poblacional entre las poblaciones de Brasil y las
islas de la dorsal Mesoatlantica para las tres especies, por lo que concluyeron que
esa barrera oceéanica es superada posiblemente debido a la etapa de dispersion
larval de aproximadamente 45-70 dias. Por su parte, Doherty et al. (1995), al
relacionar el periodo larval con la estructura genética, encontraron que en las
especies que presentan menos de nueve dias en estado larval, la fuerza que mas
influencia la estructura es la deriva genética, por lo que se infiere que el flujo
genético es bajo, mientras que en especies con periodos larvales intermedios (9-

39 dias), la estructura es influida por la deriva y la migracion de individuos.

Los haemulidos son desovadores pelégicos, con larvas planctonicas (14 a 15 dias
en promedio) (Lindeman et al.,, 2001) y en su vida adulta son relativamente
sedentarios, hacen migraciones diarias de corta distancia entre parches arrecifales
formando grupos de varios individuos en asocio con otros peces en el arrecife, y
generalmente los individuos se dispersan en la noche para forrajear (Ogden y
Ehrlich, 1977). Este comportamiento ha permitido inferir que la dispersion a largas
distancias ocurre por medio del transporte de las larvas por las corrientes
oceanicas (Pereira et al., 2011). Sin embargo, el flujo génico puede ser bajo en las
poblaciones de haemdulidos puesto que, en comparacibn con otros peces
arrecifales, la talla y edad de asentamiento de las larvas son bajas y presentan
habitos epibentdnicos, estando cerca al fondo la mayor parte del periodo larval
(Jordan et al., 2009). El periodo larval de los haemulidos es considerado de los
mas cortos en peces del Caribe (Purcell et al., 2006), y se asume que las larvas no
tienen alta capacidad de dispersion, por lo que son retenidas en los arrecifes

natales (Lindeman et al., 2001). Tanto en el caso de H. flavolineatum como de H.
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plumieri, se consider6 que la dindmica de flujo génico sigue un patron de
aislamiento por distancia, mientras que en el presente estudio en H. aurolineatum
no se encontrd una correlacion positiva entre la divergencia genética y la distancia
geografica, por lo que, ademas de las caracteristicas de dispersion de la especie,
se considera que los patrones de flujo génico reciente los estan determinando
tanto condiciones oceanogréficas, preferencias ecolégicas, como la historia
evolutiva de la especie. Ademas, en especies que presentan baja dispersion, la
estructura genética se relaciona mas con patrones historicos, mientras que en
especies de dispersion planctonica ésta refleja la influencia de factores
oceanogréficos contemporaneos (Pelc et al., 2009). Como las especies del
presente estudio poseen larvas planctonicas, pero su periodo de dispersion es
relativamente corto se considera que su estructura genética refleja procesos

recientes, pero también histéricos.

Lo anterior se ve reforzado con el hecho de que en H. aurolineatum no se observo
una separacion clara debida a las barreras geograficas entre los cuatro linajes
revelados por STRUCTURE; por el contrario, se considera que la distribucion de
los cuatro linajes puede estar representando fuerzas de divergencia genética
distintas en cada uno, pues, uno de los linajes se distribuye a través de todas las
localidades (cluster azul, Fig. 6). Otros dos linajes podrian estar siendo separados
por la barrera que impone el rio Magdalena (cluster amarillo y rojo, fig. 6) y un
cuarto linaje (cluster verde, Fig. 6) deja en evidencia el flujo génico entre Santa
Marta e isla Margarita.

Por otro lado, la comparacion entre pares de localidades fue significativa en todos
los casos, lo cual conlleva a inferir que cada regidn tiene caracteristicas
geograficas con las que interactian la biologia y los hébitos ecolégicos de cada
especie para hacerlas significativamente diferenciadas genéticamente de las otras.
En el caso de Capurgana, Landinez et al. (2009) atribuyen una ligera
estructuracion genética de Lutjanus synagris (®st = 0.007, P = 0.0001) a la posible
influencia de las diferencias en la forma de la plataforma continental entre

Capurgand, islas del Rosario y Santa Marta, argumentando que esta especie
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presenta una fuerte asociacion con los fondos de la plataforma continental, los
cuales usa para proteccién y como lugar de forrajeo y que ademas las diferencias
de profundidad y el tipo de sedimento son factores que influyen en la estructura de
la poblacion. Otro factor que Landinez et al. (2009) consideran influyente en el
fluo génico de los organismos marinos del Caribe colombiano es la
contracorriente Panama- Colombia, pues esta puede estar favoreciendo el flujo
entre las poblaciones de Capurgana e islas del Rosario. Por lo anterior, atribuyen
las diferencias entre las poblaciones de L. synagris entre ambos sitios a la
influencia de la desembocadura del rio Atrato. Por otro lado, el diagrama en
STRUCTURE permite observar que el linaje predominante en Capurgana esta
también distribuido en el resto de localidades, lo que conlleva a pensar que la
diferenciacion de esta localidad con respecto a las otras, podria ser mas reflejo de
un proceso histérico que de factores recientes como corrientes o barreras

geograficas.

Aunque el linaje predominante en Barl también se encuentra en Capurgana,
Santa Marta y La Guajira, la proporcion en las otras localidades es baja, por lo que
las diferencias de Baru con respecto a los demas lugares del Caribe se pueden
atribuir a procesos que estan reteniendo los individuos y que limitan el flujo génico
a los lugares aledafios. En primer lugar, el corto periodo larval y tanto la presencia
de las desembocaduras de los rios Atrato y Magdalena podrian estar limitando el
flujo genético entre esta localidad y las otras, asi como la preferencia de esta
especie por aguas claras y arrecifes, lo cual predomina en ésta regién. Al analizar
la localidad de Santa Marta, se encuentran dos linajes predominantes, aquel
mayoritario en Capurgana y el linaje predominante en isla Margarita, o que indica
que en esta regidén no se estan reteniendo las larvas de un solo linaje, pudiendo
recibir individuos provenientes de otras localidades. Esto se podria atribuir a que la
forma de la plataforma continental es estrecha y puede estar recibiendo influencias
tanto de la corriente del Caribe, que en cierto grado explica el compartir el linaje
predominante en isla Margarita, como de la contracorriente Panama- Colombia.
Teniendo en cuenta que el periodo larval de esta especie se considera corto,

habria que estimar cuanto se puede dispersar en esos 14 dias con ayuda de las
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corrientes, sin embargo, esta hipotesis es plausible al saber que esta especie
desova durante todo el afio (Estrada, 1983) y por eso su distribucion no converge
con un solo patrén de corrientes ya que éste cambia a lo largo del afio en el

Caribe colombiano.

En La Guajira también se observé predominancia del linaje que comparte con
Santa Marta e isla Margarita y no sobrepasa el rio Magdalena. La presencia
predominante de éste linaje en La Guajira, y la baja proporcién del mismo en otras
regiones, es el causante de la diferenciacion genética de ésta frente a las otras
regiones y podria ser el reflejo de que a la altura de la peninsula de la Guajira la
plataforma continental se estrecha y luego se amplia desde el Cabo de la Vela
hacia el suroccidente donde, al llegar a la Sierra Nevada de Santa Marta, vuelve a
estrecharse ocasionando una ruptura filogeogréafica (Betancur et al., 2010) que
hace de La Guajira una region diferenciada.  Almanza (2014) no hallé en la
especie de tiburon Rhizoprionodon porosus una estructura genética significativa
(Ppt= 0,024, p=0,072) en el Caribe colombiano, sin embargo al hacer el analisis
por pares de localidades encontré diferencias significativas entre La Guajira y las
localidades de Magdalena, Bolivar y Cérdoba, relacionada con el déficit de
heterocigosidad en La Guajira que podria estar implicando que los individuos de
dicha region estén emparentados, debido a que el flujo superficial en direccién
oriente que proviene de la Contracorriente Panama- Colombia al llegar a La
Guajira forma una subcorriente que se ve interrumpida por la surgencia que va en
direccion occidente. La localidad que presenté mayor ®pt en comparacién con las
otras fue isla Margarita; esto tiene sentido si se tiene en cuenta que es la mas
alejada en distancia geogréafica de las otras. En ésta, predomina un linaje que
comparte con Santa Marta, que puede ser el mayoritario en ésta region por
fendbmenos oceanograficos contemporaneos; sin embargo, al tener en cuenta que
la especie no sigue un modelo de aislamiento por distancia, la diferenciacion
genética de ésta regidn frente a las otras, también puede deberse a fendbmenos

histéricos y a la presencia de una plataforma continental amplia.
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Por ultimo, es necesario analizar si la estructuracion genética en H. aurolineatum
es ocasionada por los desvios del Equilibrio Hardy- Weinberg por un posible
efecto Wahlund. Sin embargo, no hay una relacion directa entre los desvios en el
EHW por efecto Wahlund y la estructura genética, como lo reportaron Hogan et al.
(2010), en Stegastes partitus a lo largo del Sistema arrecifal Mesoamericano, que
presentd desvios significativos del EHW atribuidos al efecto Wahlund, y un alto
grado de estructuracion genética a nivel temporal, pero no presentd una
estructuracion genética espacial. Por lo anterior, esta hipétesis se podria probar
haciendo un andlisis temporal que distinga los individuos de diferentes cohortes
(Hogan et al., 2010).

7.4 Estructura genética en Haemulon steindachneri.

Para la especie H. steindachneri se hall6 una estructura genética significativa en el
area estudiada, lo cual converge con lo hallado para otras especies de
haemulidos. El periodo de duracion larval de ésta es similar al de H. aurolineatum,
es decir corto, por lo que se espera cierto grado de estructuracion genética, pero
su reproduccion esta registrada solo para la primera mitad del afio (Estrada,
1983), lo cual podria evidenciar diferencias en la distribucion de linajes respecto a
H. aurolineatum. Por lo anterior su periodo de dispersion larval podria estar
influenciado por la presencia de los vientos Alisios y un transporte de larvas en
convergencia con la Corriente del Caribe y la Contracorriente Panama-Colombia.
Este fendmeno se ve reflejado en que no se hallé una relacién significativa entre la
distancia geografica y la divergencia genética entre las localidades. Al hacer la
comparacion O®pt entre pares de localidades no se observaron diferencias
significativas entre la region de Capurgand y Baru, lo cual converge con el
diagrama de STRUCTURE (Fig. 6) en el que se ve un linaje predominante entre
estas dos localidades, que, aunque se encuentra en Santa Marta, La Guajira e isla
Margarita, su proporcién es minima respecto al linaje que predomina en éstas. La
predominancia de éste linaje puede ser explicada por la retencion de las larvas

que puede ocasionar la Contracorriente Panama-Colombia que ademas permite el
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flujo génico entre Capurgana y Barl, y por la barrera que impone el rio
Magdalena, por la cual se observan dos poblaciones, separadas una de la otra,
donde la barrera mas importante es el Magdalena. Este resultado converge con el
de Rocha et al., (2008) en el que por medio de ADN mitocondrial logran observar
una separacion filogenética en las poblaciones de H. steindachneri entre

Venezuela y Brasil, la cual es atribuida a la desembocadura del rio Amazonas.

La comparacion por pares de ®pt muestra diferencias significativas entre las
localidades; Capurgana - Santa Marta, Capurgana - La Guajira, Capurgana - Isla
Margarita, Barl - Santa Marta, Barl - La Guajira, Baru — Isla Margarita, Santa
Marta- La Guajira, Santa Marta — Isla Margarita y La Guajira- Isla Margarita. Se
observa que el linaje predominante en todas es el mismo, lo cual permite inferir
que las diferencias se deben a caracteristicas Unicas de cada localidad y su
relacion con el linaje predominante. El periodo larval y su relacién con las
corrientes del primer periodo del afio determinan en cierta medida la
estructuracion genética de H. steindachneri en el Caribe; sin embargo, las
diferencias significativas entre cada una de las localidades que estan ubicadas del
rio Magdalena hasta Venezuela, dejan ver que otros factores geograficos y la
ecologia de la especie relacionada con esos factores estan determinando la
estructura de H. steindachneri.

Cabe resaltar que los factores ecolégicos también pueden tener un fuerte efecto
sobre el flujo génico; por ejemplo, Rocha et al. (2005), al comparar la estructura
genética de diferentes especies del género Halichoeres, encontraron mayor
conectividad entre poblaciones separadas por varios kilbmetros que tenian
preferencias de hébitat similares que con las poblaciones adyacentes que diferian
en sus preferencias ecoldgicas. Ademas, hallaron una correlacion positiva entre el
grado de divergencia genética y el grado de especializacién ecoldgica de cada
especie. Aunque la relaciéon causal de como la ecologia de la especie determina la
estructura genética no ha sido determinada, en el presente estudio se puede

observar que para H. steindachneri la influencia de la desembocadura del rio
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Magdalena si determina en gran medida su estructura genética, mientras que esta
relacion no es tan clara en H. aurolineatum donde unos linajes estan separados
del rio, otros son uUnicos en una localidad y otro se encuentra distribuido en todas
las localidades. El resultado del presente estudio, contrasta con el de Rocha et al.
(2002) en el cual A. chirurgus, al preferir aguas turbias, no se encuentra afectada
por la desembocadura del rio Amazonas, mientras que A. coeruleus y A. bahianus
si, por su menor tolerancia a aguas turbias. En el caso de H. steindachneri, a
pesar de preferir aguas turbias y de haber sido colectada en cercanias a
desembocaduras de rios (Estrada et al., 1983) su estructura genética si es
afectada por la presencia del Magdalena. Es por ello que, aunque se sabe que las
preferencias de habitat en la vida adulta son importantes en la determinacién de la
estructura genética, es necesario investigar a profundidad la influencia de ésta en

mas especies co-distribuidas y que tengan las mismas preferencias.

Teniendo en cuenta que la preferencia por aguas mas turbias de H. steindachneri
con respecto a la preferencia de aguas mas claras de H. aurolineatum no es un
factor suficiente para explicar las diferencias en sus patrones de estructura, es
necesario contemplar que aunque H. aurolineatum y H. steindachneri se han
observado en arrecifes de coral, praderas de pastos marinos, raices de manglar,
entre otros (Manooch y Barans, 1982; Estrada, 1983; Bravo et al., 2009; Jordan et
al., 2012), han desarrollado preferencias ecolégicas distintas, pues H.
steindachneri prefiere fondos blandos (Morales y Gonzéalez, 2009) mientras que H.
aurolineatum se halla comunmente en arrecifes de coral (Bravo et al., 2009;
Jordan et al.,, 2012) y su distribuciébn es menos fragmentada que la de H.
steindachneri. Ademds, se ha observado a H. aurolineatum como una de las
especies mas comunes del género cerca de las desembocaduras de rios como
Atrato (Estrada, 1983) y Amazonas (Colette y Rutzler, 1977). Lo cual, puede
sugerir las capacidades de H. aurolineatum de tolerar distintos grados de salinidad

y de cruzar algunas barreras que H. steindachneri no sobrepasa.

Ademas de las diferencias en la preferencia de habitats y en las épocas de

reproduccion, hay que tener en cuenta que los patrones de estructuracion pueden
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estar sugiriendo procesos histéricos diferentes, donde H. aurolineatum al tener un
origen mas antiguo en el Caribe (Rocha et al., 2008) puede mostrar mayor
diferenciacion genética, relacionada con los procesos geomorfolégicos y
oceanogréficos que ha sufrido cada regién. Haemulon steindachneri, por su parte,
al tener una historia mas reciente en el Caribe, con el surgimiento del istmo de
Panama (Rocha et al., 2008), presenta una distribucion mas limitada y refleja
procesos oceanograficos mas recientes. Esta hipotesis se puede ver evidenciada
en que en H. aurolineatum se encontraron cuatro clisters, significativamente
diferenciadas que reflejan cada una, procesos distintos de diferenciacién, mientras
gue en H. steindachneri sélo se hallaron dos clUsters y la presencia clara de una
barrera geogréfica que ha influido en la diferenciacién de éstas dos poblaciones

recientemente.

8 CONCLUSIONES:

1. Los microsatélites fueron una herramienta adecuada para responder
inquietudes de la variabilidad genética de H. aurolineatum (10
microsatélites) y H. steindachneri (9 microsatélites) en el Caribe sur, por
lo cual, se recomienda su uso en futuras investigaciones de genética de

poblaciones del género Haemulon.

2. Las poblaciones en todas las localidades de ambas especies
presentaron desvios significativos del Equilibrio Hardy-Weinberg. Se
considera que estas desviaciones pueden tener relacion principalmente
con el efecto Wahlund o en segundo lugar con alteraciones en el tamafio

poblacional.

3. La estructura genética hallada en Haemulon aurolineatum puede ser el
reflejo tanto de su periodo de dispersiéon larval, de procesos

oceanograficos contemporaneos, como de procesos histéricos, lo cual
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se ve reflejado en la distribucion de las cuatro poblaciones halladas
entre las distintas localidades y en las diferencias significativas entre las

localidades que no tienen relacion con la distancia geografica.

4. La estructura genética de Haemulon steindachneri puede ser en su
mayoria el reflejo de procesos oceanograficos contemporéneos y de su
biologia y preferencias ecoldgicas.

5. Las diferencias halladas entre la estructura de ambas especies sugieren
una clara influencia de la biologia y ecologia de la especie, asi como de

su origen evolutivo, en la estructura genética.
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10. ANEXO A

Frecuencias Alélicas de Haemulon aurolineatum en cada locus por localidad.
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m 186 m188 w190 1192 194 m 196 m198 m 200 m 202 m 206
Hf43 Baru
104 196 Hf43 Santa Marta
o 172 2% 5% 200 206160 170

3% 2%

190
5%

Hf43 Isla Mar%ggita

200 .
Hf43 La Guajira 126/6 174
196 4%

2%
202 206 162

194
192 o
192 4% 7% 176
1252/(J 4% N 7%
190
4%

188
11%

180
7% 182 7%
7%




Locus Hf10
Hf10 Capurgan&

104
4%

106
7%

108
172 7%

5%
m 130 m136

m116 m118

166
m106 1108  4oM110 w112

2168 =170

m188 1192

m 186

w102 m104
m182 m184

m162 m 164 166

. 186
Hf10 Bar(l 11 2% s Hf10 Santa Marta
184 2% 102108110
184 5 1L
162 2% 2
2%

180
2%

168
3%

Hf10 Isla Margarita

Hf10 La Guajira

184
2%

106
3%
108
170 3%
7% 168

166
5% 2%

2%




Locus Ha474

182

Ha474 Capurgana
194126178130

180
2% 5% 2% 2%
3% \ o /—

m126 w128 w130 =132 w®m134 wml60 w162 mW164 ml66 w168 m170 w172
w174 w176 =178 180 =182 w184 m18 m190 m194 w196 ®m200 =208
162 196 208 Ha474 Santa Marta 12‘3/4
(]

186 Ha474 Baru

182

2%

2%

2%

2% _ 2% 190
180
5% 180
8% 168
4%
174
4%
174
3%
3%
200 .
Ha474 Isla Margarita 160
19 4% 162
187 186 4ok

8%
164
166 8%

8%

4%
180
0%
174
4%

61



Locus Hal83

Hal83 Capurgana 126

152
5%

148
150 o

3% S

116118 150
2% 2% 3% 134

m9% m98 m100 102 m104 m106 m108 m110 m112 m116 m118 m120 =122 =124 =126

128 m130 =132 m134 m136 m138 m140 m142 m 144 =146 =148 © 150 152 m 154

154 Hal83 Baru 102 1g4
2% o
96 100 2%

116
3%

124
2%

130
3%

150 125/4 Ha183 Santa Marta

142 6%
6%

150 Hal83 La Guajira

2%\98

142
5%

2% 5%

Hal83 Isla Margarita

106

4% 120

4%

122

4%
128
7%

136
4%

29%

62



Locus Ha462

152 Ha462 Capurgana 110 116 120
2% 98 104
2% 2%

124
2%
148

10% 4%

146
8% 144
4%

142
2%

\132

134 49
6%

140
6%

H98 W104m106 108110 w112 m114 m116m118 m120 M 122 W 124 W 126 =128 =130 132
H134 =136 m138 m140 W 142 144 m 146 m 148 1150 =1 152 = 154 = 156 m 158 = 162 m 164

Ha462 Barl 164 Ha462 Santa Marta

156 158 2% 98
140 147 144 106 4% 162 98 106110 114
4% 2% 4% 2% 2%

108
2%
2% 59

116

110 2%

152
150 794
2%
134
2% 148
4% 146
130 z‘;‘ 140
2% 126 71 122 120 3% 2% 136 134 128
5% 3% 5% 2% 4% 2% 2% 6%
Ha462 La Guajira Ha462 Isla Margarita 118
120 o
150 154 12?/2 110114118 , 122 15 12/4 4% o
5% 29 29
148 5% 5% 70 ag2% 2% 150 7% %
0,
146 5% 124 4%
2% 2%
144
2% 1307 146 7%
140 2%
5%
142
138

4%

7%

3% 4% 4%
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Locus Hf54

188
3%

m 156 m 158 m162 1164 m 166
=182 m184 1186 11188 m190

184
5%

Hf54 Capurgana 126/6 168

3%
170
3%

174
2%

m170 m172 m174 m176 m178
m194 m196 m198 200 H204

=180

Hf54 Baru 162
108 200 2%
2% _ 3%

N

194
192 7%
5%

172
174 5%
2%

176

178 7%

7%

Hf54 Santa Marta

156 158 147
2?0\2% 2% o9 168
o

188 _~
2%

186

5% 184

4%

Hf54 La Guajira 168
194 198 204164 165 3% 170
2% _2% 2% 5% 2% 2%

192
5%

190
7% 188

184
2%

Hf54 Isla Margarita
198

4%

194
8%

174
4%

4%

64



11.ANEXO B

Frecuencias alélicas de Haemulon steindachneri

Locus Hal84

154

166 474

144 176
5%

(]

Hal84 Capurgand 104

100 =104 =106 108 m112 m114m116 M 120 m 122 m 124 m 126 m 128 =130 = 132

11347 136 m138 140 m142 144 m 148 m 154 m166 m174 1176 178 1 182 194

Hal84 Baru

176 194 106

5% 3% 59 012
2%2%

2% 2P~ 3%

148
2%

2% 59%

116 3%
\

122
5%
124
3%

132
5%

8%

136 Hal84 Santa Marta 114 ;¢

Hal84 La Guajira

2
1220/4 126
7%

132
2%

108 114

138 178 182
3% 39

3%_3% 3%

136
3% O

132
7%

7%

Hal84 Isla Margarita
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Locus Ha462

Ha462 Capurgand 11s

136 140 5%
5%

134 5%
5%

130
5%

H66 w78 w108 =110 w112 m114 m116 118 120 m122
m124 m126 w128 w130 132 134 w136 w140 m 142
140 Ha462 Baru Ha462 Santa Marta
3% 116
i 142 112 q14 132 134 78 108
132 134 2% 5% 39 3% 5% 2% 2% 112

3% 5% —

126
5% 124
3%

(]

120
2%

Ha462 La Guajira
108
2%

120

132 3%

Ha462 Isla Margarita

110 114
5%

5%

124
5%

0%

66



Locus Ha315

5%

184
5%

140
5%

136
5%
130
5%
126
5% 124
5%

m82 m86 w90

H136 m138 m140 m142 m 146 =156 =162 © 164

182 Ha315 Baru
176 3% 12819682 g6 90
7% 178 \29 3%2% 2% 29
2%

108

112
116

194 Ha315 Capurganéa

108

0,
>% 110

5%
116
5%

118

5%

©94 m100 =108 m110 m112 m114 m116 m118 m120 =122 =124 =126 128 m130 =132 m134

166 m170 =172 m174 m176 m178 m 182 m 184 m 188 =194 = 196

126 Ha31l5 Santa Marta
2% 164 178

142 % 2%
7%

82
2%

138
2%

130
2% 126

3%

174

o Ha315 La Guajira

166 77 182 94

2% 146 290~2% 2%
0

136 142 5%

5% 2%

134
2%

100
2%
112
5%

116

0,
2% 118

2%

130
2%

Ha315 Isla Margarita

134
3%

138 142

130 . 3%

3%

128
3%

118
3%

67




Locus Ha220

162
11%

T

160

142
6%

128
6%

126
6%

6%

Ha220 Capurgana

98
11%

102
6%

122
11%

m70 ®72 =76 =8 ®m82 m=84 =90 ®m9 m98 WI102 m106 mW110 ®=112 ®114 =116 120
E122 ®124 ®126 m®128 m130 m132 m136 m140 =142 =150 156 158 m160 1162 m164 W166
m168 m170 m172 ®176 m178 =180 182 184 w186 mW190 mW194 m196 mW198 m200
5 158 Ha220 Baru - Ha220 Santa Marta
2% 190 72 80 194 196 198 98
2% 2% 4% 184 1186 © " 2% 2% 124
2%-2% 2 126
182 ]
5%
176
3%
166

4%

3%

194
2%

Ha220 La Guajira
72 90
2%

180
14%

178
2% ——

172

3% 170 -
2%

168

2%

164
5%

Ha220 Isla Margarita

124
5%

142
5%

158
5%

170
5%

68




Locus Ha474

202 Ha474 Capurgané

5%\

196
5%
188
5%

182
5%

m134 ®m138 w140 1142 m146 =148 m150 m152

1180 m182 m184 m186 w188 m190 m192 m194

140

146
5%
156
5%

178 5%
5%
m156 m164 m168 W172 m174 m176 m178

m196 =198 =200 202 204 w206 =210

Ha474 Santa Marta

Ha474 Barl 1304

2%
202 206 210
2% 3% 2%

194 196

178
5%

204 164
% 2%

3% 2%

Ha474 La Guajira 18 ,,,
140 2% 2%

180

152

194
2% / 3%
192/ 188
2% 2%

69




Locus Ha417

Ha417 Capurgana

®104 w110 =116 =120 =122 w124 w126 m128
140 =142 144 w146 w148 m154 m166 m180

126
5%

H130 =132 =134 m136 w138
m182 m184 m186 188 1190

154

Ha417 Baru

166182 104 110
2% 2% 2% 3%

146 3%
2%
144
2%
142
2%

120

130
3%

188  Ha4l7 Santa Marta

%

180 \128 13013638
2% 29 29

by, 18 2% 2%

148

3%

144
3%

Ha4l7 La Guajira

fag 182784508 120,
2%_2\% 2% 2% 9% 124 176
3% 5%

128
5%

130

132
134 2%

Ha4l7 Isla Margarita

128
5%

70




Locus Hf43

208 Hf43 Capurgana ,,

50
% 5%
204

0
>% 106
5%

188

5%
180
5%

122
10%

126
5%

106 =114 =118 m120 m122 m124 w126 =128 m130 w132 =134 =138

90 w102 =104
0194 1196 202 204 =206 208

140 =178 =180 m182 m184 m186 w188 m190 m192

Hf43 Santa Marta ¢
122
°\ 5% ° 2% / 130
192 2%
3% 138
2%
178
2%
180
2%

190 .
186 3, Hf43 Bard 1%

114 190

2% 140

7%

202 Hf43 La Guajira Hf43 Isla Margarita

20
196 2% 206208 90 104

- 2%_\\3% 3% 2% 59, 106

0 7% 118
2% 190 2%
7%

120
188
5%

6%

3%

71




Locus Hf37

Hf37 Capurgana

170
5%
166
5%

162
5%

m56 m62 100 1102 ®W104 m106 m108
126 w128 =130 =132 m134 m136 w138
ml162 m164 m166 m168 m170 m172 w174

_102
5%

110 m112 ®m114 mlle m118 w120 w122 w124
140 m142 =144 146 150 156 =158 =160
178 1180 182 w18 =183 m194 m196 =200

- 196
194 Hf37 Baru 20 100 10,
2%

2%

168
5% 166

124
2% 2% 3% 3% 3% 2%

128/2 Hf37 Santa Marta

194 200
164 66
158 2%\;?,{% 3% 108
2% 2%
156

5% 150
5%

114
2%
146

2%
144
2%

138
3%
136
2%

118
7%

5%

128 39

3% 5% 3%

162166 Hf37 La Guajira 100
29 2%

2% 2~ 150178 188 %
9% 2% 2%

104

140
3%

3%

Hf37 Isla Margarita

178 182 62
162 4% 4% 4%
4%

150
4%
120
4%

4%
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Locus Hf 54

176 Hf54 Capurgana

5%

T

166
5%
152
5%

150

54

10% 110
122 918 112 10%
5% 5o 5%
m54 ®m56 ®m60 164 W78 =80 mW82 mW86 m8S mW100 mW104 mW106 w108 m110 w112
114 ®116 =118 m120 ®122 ®m128 w132 m136 mW140 ©142 =146 150 152 m154 w156
m160 m162 m164 m166 mW168 mW172 w174 =176 =178 180 m182 w184 m186 m192
127/2 Hf54 Baru 453 192 Hf54 Santa Marta
0
? 3% 24 104108 1230/2 140
0, 0
182 3% 3% 2% o, 2%
2%
154
5%
136
4% 180 160
32% 2%
114
2%
168
4% 86 178 3%
4% 5%
184 .
Hf54 Isla Margarita

o, Hf54 La Guajira 106

\186 104 3%
182 2% 2%
2% N

120

178
5%

164
6%
152
6%

180
13%

166
13%

v

176
19%

168
178 6%

38%
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