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RESUMEN

Centropomus armatus es un pez comun en los estuarios del Pacifico de
Panama. Es una especie con amplia distribucién en el Pacifico Oriental Tropical y
asociada a ecosistemas costeros. Posee una alta tolerancia a cambios en su
habitat como, a la salinidad, temperatura, disponibilidad de alimento; y ademas
tiene un alto potencial pesquero, sin embargo, es poco lo que se conoce respecto
a su diversidad y estructura genética poblacional. El presente estudio propuso
evaluar la variacion y estructura genética a lo largo de la costa del Pacifico
panamefio a partir del analisis de secuencias nucleotidicas del gen citocromo
oxidasa subunidad | (COIl) del ADN mitocondrial. Se procesé un conjunto de
secuencias de 137 muestras del tejido recolectadas de ejemplares
desembarcados en cinco puertos pesqueros. Se detectaron 21 haplotipos en total,
siendo el haplotipo 2 (H2) el mas abundante y presente en todas las localidades,
excepto Rio Hato. La diversidad haplotipica (Hd) y nucleotidica (r) para toda la
poblacién fue de 0.6062 y 0.0639, respectivamente. Esta diversidad haplotipica
moderada y diversidad nucleotidica alta, pueden ser el resultado de un cuello de
botella sobre una poblacién grande y estable, seguido por una rapida expansion
demografica en su reciente historia evolutiva. Los patrones de variacion genética
con AMOVA no mostraron evidencia de diferenciacion genética entre las
localidades muestreadas a lo largo de la costa, sin embargo, los valores del Fst
entre algunas de las localidades muestran que, si existe un alto nivel de

diferenciacién, pero debe ser explorado utilizando otros marcadores.
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ABSTRACT

Centropomus armatus, commonly known as armed snook, is a native fish
in estuaries along the pacific coast of Panama. This species is widely distributed
throughout the Eastern Pacific from of Mexico to Ecuador, and it is closely
associated with inshore coastal ecosystems. It has a high tolerance to changes in
their habitat such as salinity, temperature, availability of food. Additionally, the
armed snook is an important species for recreational and commercial fisheries, yet
little is known about its biology, genetic diversity and population structure. The aim
of this study was to evaluate the genetic diversity and population structure of C.
armatus based on the analysis of the mitochondrial DNA, specifically a 592 bp
fragment of the cytochrome oxidase subunit | (COI) gene. A total of 137 individuals
were sampled from five locations. After sequencing the amplified fragments, these
were analyzed, and 21 haplotypes were defined, with haplotype 2 (H2) being the
most frequent in the population and was present in all locations, except Rio Hato.
The estimated haplotype diversity (Hd) and nucleotide diversity () for the entire
population was 0.6062 and 0.0639, respectively. This relationship between
haplotype, nucleotide diversity and neutrality test revealed that C. armatus
experienced bottleneck event and a subsequent rapid population expansion, in its
recent evolutionary history. The patterns of genetic variation with AMOVA showed
no evidence of genetic differentiation between the locations sampled throughout
the coast. However, the Fst values between some populations show that there is

a high level of differentiation, but it must be explored using other markers.

Xii



CAPIiTULO |

INTRODUCCION

Los peces 0seos poseen caracteristicas fisiolégicas y morfoldgicas que les
han permitido adaptarse exitosamente a una gran variedad de habitats, desde
aguas marinas profundas a estuarios, rios, lagos, y aguas subterraneas (Gross,
1987; Ito et al., 2007; Keenleyside, 2012; Soares & Niemiller, 2013). A pesar de
ello, la distribucion y dispersidn de la mayoria de las especies, generalmente se
ve restringida por factores ambientales como: salinidad, temperatura, barreras
geograficas, disponibilidad de habitat, actividad antropogénica, entre otros (Moyle
& Moyle, 1995; Helfman et al., 2009). Por esta razon, la biodiversidad en peces
ha sido ampliamente estudiada por distintas disciplinas de la Biologia, incluyendo
la Genética. Los avances en las técnicas moleculares han permitido a los
investigadores entender y resolver relaciones filogenéticas, patrones
poblacionales, biogeograficos y evolutivos; los cuales son de gran importancia
para la conservacion y aprovechamiento de las especies (Salzburger & Meyer,

2004; Cilleros et al., 2018).

Una poblacion, en el sentido genético, no es solo un grupo de individuos,
sino un grupo reproductivo; es decir, que miembros de una poblacion rara vez

migran y se reproducen con miembros de otra poblacién (Helfman et al., 2009).



Por lo tanto, la genética de poblaciones esta interesada no solo en la constitucion
genética de los individuos, sino también en la transmision de los genes de una
generacion a la siguiente. Estos principios, generalmente, son aplicados en el
manejo de muchas pesquerias de alto impacto econdmico, asi como en la

acuicultura (Pinsky & Palumbi, 2014; Duong, & Scribner, 2018).

Mediante el uso de diversas herramientas moleculares, estadisticas y
ecologicas se puede evaluar la diversidad genética y distinguir poblaciones. La
caracterizacion de la diversidad genética y el analisis de las diferencias genéticas
entre poblaciones se realizan a partir de secuencias de genes del ADN nuclear y
ADN mitocondrial, mediante el uso de marcadores moleculares (Wright & Bentzen,

1995; Li et al., 2015; Gong et al., 2018).

A. Biologia y ecologia de los rébalos (Centropomidae).

Los rdébalos son especies de peces marinos pertenecientes al género
Centropomus. Este grupo se distribuye en zonas tropicales y subtropicales del
continente americano. Anteriormente, se catalogaba a Centropomus como el
unico género dentro de la familia Centropomidae (Nelson, 2006); sin embargo,
nuevos estudios filogenéticos sugieren que la familia estd compuesta por otros
dos géneros (Psammoperca y Lates), pero estos dos tienen una distribucion

diferente a Centropomus (Li et al., 2011). Existen 12 especies reportadas para el
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genero Centropomus, 6 de ellas se distribuyen en el Atlantico Occidental y 6 en el
Pacifico Oriental; y ninguna de las 12 especies se encuentran en los dos océanos.
Los reportes de Rivas (1986) indican que estas especies habitan de forma
simpatrica y sintopica en sus respectivos océanos. Ademas, se sugiere que 6 de
las 12 especies forman pares transistmicos o especies gemelas (Tringali et al.,

1999).

Los rbébalos son organismos eurihalinos, estenotérmicos, estuario-
dependiente y son capaces de realizar migraciones entre cuerpos de agua dulce
y marina segun la temporada del afio con fines alimenticios y reproductivos (Rivas,
1986; Castro-Aguirre, 1999; Robles & Vega, 2004). Asimismo, su gran capacidad
adaptativa les permite colonizar diferentes nichos, como lagunas salobres y
dulces, bocas de rios y zonas marinas poco profundas cercanas a la costa, donde
ocurre la reproduccion. Los rébalos desovan cerca de los estuarios. Posterior a la
eclosion, las larvas son transportadas por las corrientes hacia aguas mas
someras, donde buscan refugio y proteccion contra depredadores entre las raices

de mangles y el pasto marino (Gilmore et al., 1983; McMichael et al., 1989).



B. Descripcién de la problematica.

Debido a la importancia de los rébalos en el sector pesquero, se han
realizado estudios sobre su biologia, ecologia y genética, especialmente en
Centropomus undecimalis, cuyo valor comercial es elevado en pesquerias que se

realizan en el Golfo de México y sur de los Estados Unidos (Smith, 1997).

El listado de especies amenazadas de la IUCN cataloga a todas las
especies de Centropomus como no amenazadas. Sin embargo, los rébalos estan
sometidos a fuertes presiones selectivas, como destruccion de su habitat,
pesquerias poco controladas, contaminacion y cambio climatico, que podrian
estar influyendo de forma negativa sobre sus poblaciones. Bajo este contexto, los
marcadores moleculares constituyen una herramienta poderosa para analizar la
historia evolutiva de las especies, estructura poblacional y conectividad; a la vez
que proveen informacion importante para el establecimiento de mejores

programas de manejo y conservacion (Avise, 1998).

Analisis genéticos utilizando marcadores moleculares, alozimas y RFLP del
ADN mitocondrial, proveen evidencia de un flujo genético restringido entre
poblaciones de Centropomus undecimalis de la costa Atlantica de Florida y el
Golfo de México (Tringali & Leber, 1999). En un estudio mas reciente, utilizando
gen 16S del ADN mitocondrial y microsatélites, se encontré que poblaciones de

C. poeyi y C. paralellus, que habitan en la costa de Texas exhiben patrones de
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hibridacion e introgresion. Ademas, las poblaciones de C. undecimalis
presentaron homocigosidad elevada consistente con una alta endogamia

(Gonzalez, 2015).

La Autoridad de Recursos Acuaticos de Panama (ARAP) ha catalogado a
los rébalos como un recurso importante en la pesca artesanal, comercial y
deportiva. Sin embargo, no existe un plan de manejo y conservacion para estas
especies. Los robalos capturados suelen ser catalogados como un solo grupo y
no se toma en consideracion el estado de genético de cada una de las especies
(ARAP, 2011). Las capturas de estos peces representan cerca del 6% de las
especies que llegan al Mercado de Mariscos de la Ciudad de Panama (Vergara-
Chen, 2014). A pesar de no ser un porcentaje alto, cuando se compara con los
volumenes de captura de corvinas y pargos, Vega (2004) indica que Centropomus
armatus es una de las especies mas capturadas en estuarios y desembocaduras
de rios en el Golfo de Montijo, por lo que el estado actual de las poblaciones de
C. armatus en el Pacifico de Panama es desconocido. Debido al alto volumen de
captura de esta especie en algunos mercados y puertos del pais, se decidié tomar

a la especie C. armatus como nuestro objeto de estudio (Fig. 1).

Este estudio proporcionara informacion importante y novedosa sobre la
diversidad genética y estructura poblacional del pez C. armatus en el Pacifico de

Panama, permitiendo definir la estructura poblacional de esta especie de



importancia ecoldgica o comercial, informacion util para la conservacién y manejo

de sus pesquerias.

Fig. 1. Imagen ilustrativa de la especie Cenfropomus armatus. Tomada de la Guia

FAO para identificacion de especies para fines de pesca Bussing (1995).

C. Hipétesis de trabajo y objetivos de la investigacion.

Para este trabajo se planteé la hipdtesis de que las poblaciones de
Centropomus armatus poseen una diversidad genética elevada, debido a la gran
capacidad adaptativa de los robalos a las fluctuaciones ambientales contantes que
ocurren en los ecosistemas estuarinos del Pacifico de Panama. Al mismo tiempo,

la influencia que tienen las corrientes marinas y la discontinuidad de habitat sobre



el flujo génico en las poblaciones naturales, se espera encontrar que existe una
estructura poblacional a pequefia escala definida en las localidades naturales de

C. armatus muestreadas.

Para probar estas hipétesis, el objetivo principal de este trabajo fue inferir
la diversidad y estructura genética de las poblaciones mediante el analisis de
secuencias de un fragmento del gen citocromo oxidasa subunidad | (COI) del ADN
mitocondrial, a partir de los calculos de diversidad haplotipica, diversidad
nucleotidica, polimorfismo, divergencia en las secuencias de ADN entre
haplotipos, divergencia de las secuencias de ADN entre individuos y analisis de

neutralidad.



CAPIiTULOII

REVISION BIBLIOGRAFICA

En la actualidad, es comun la utilizacion de técnicas moleculares en
estudios poblacionales y filogenéticos. Sin embargo, el desarrollo de estas nuevas
metodologias no hubiera sido posible sin el descubrimiento de la PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa) por Mullis et al. (1987), esta técnica permite a los
investigadores realizar miles de copias a partir de una pequefia muestra de ADN.
La PCR revoluciond la investigacion cientifica en el campo de la genética humana,
pero es un procedimiento que puede ser aplicado en todos los organismos
vivientes. Tal fue su éxito, que logro impulsar el desarrollo de nuevas disciplinas

como la ecologia molecular marina (Burton, 1996).

La técnica de PCR en conjunto con el desarrollo de marcadores
moleculares (proteinas, ADN nuclear y ADN mitocondrial) han sido utilizados para
resolver preguntas relacionadas con la evolucidon de las especies, distribucion y
diversidad genética de las poblaciones, identificacion molecular de especies
cripticas, resolver incertidumbres taxondmicas, que no pueden ser dilucidadas
meramente por la informacion morfolégica (Valentini et al., 2009; Avise, 2012;

Angeletti et al., 2017; Wang et al., 2017).



En las ultimas décadas, los avances en la biologia molecular (e.g.
desarrollo de nuevas técnicas de secuenciacién) han impulsado la evolucion de
nuevos marcadores moleculares, los cuales prometen ser menos costosos y
producir una extensa biblioteca de informacién genética, incluyendo regiones
altamente polimorficas del genoma nuclear (Schulman, 2007). No obstante, estos
datos pueden ser confusos al momento de hacer comparaciones de genes
nucleares los cuales presentan muchas mutaciones, una herencia biparental,
eventos de recombinacion productos de los genomas parentales que causan
cambios generacionales. Existen otros organelos que contienen informacion
nucleotidica: las mitocondrias, presentes en todas las células eucaritticas,

conteniendo su propio genoma: el ADN mitocondrial (Schlotterer, 2004).

A. Generalidades sobre las mitocondrias

1. La mitocondria: un organelo celular importante

La importancia de las mitocondrias reside principalmente en la
funcidén que realizan para la célula. Se les suele llamar central energética,
en virtud de las actividades que realizan en la produccion de ATP. El
numero de mitocondrias presentes en una célula eucariota puede variar de
unos pocos cientos a miles, dependiendo de la actividad fisiologica que

realice la célula en cuestion. Asi tenemos que, las células que utilizan



grandes cantidades de ATP tendran un mayor numero de mitocondrias

(e.g. células musculares, hepatocitos, etc.).

Las mitocondrias estan limitadas por dos membranas, una externa
lisa y una interna con pliegues complejos (crestas) en los que se llevan a
cabo las reacciones quimicas de la respiracion celular aerdbica. Las
mitocondrias tienen la capacidad de autorreplicarse dependiendo de la

cantidad de energia que la célula demande. (Tortora & Derrickson, 2008).

Organizacion y caracteristicas del genoma mitocondrial

Cada mitocondria tiene multiples copias idénticas de una molécula
circular de ADN de doble cadena. En humanos, se ha reportado que la
cadena de ADNmt tiene aproximadamente 16.5 kb y el genoma esta

conformado por 37 genes (Taanman, 1999).

A diferencia del ADN nuclear, en el genoma mitocondrial los genes
se encuentran uno a continuacion del otro, por lo que casi no hay intrones
ni regiones no codificantes. Casi todos los genes mitocondriales son
codificantes, excepto por la region control, lugar donde se origina la

replicacion.
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El ADNmt codifica para 13 polipéptidos, 22 ARN de transferencia
(ARNt) y 2 ARN ribosomales (ARNr). De acuerdo con la organizacion
genética del ADNmt, los genes codificantes de ARNt se localizan entre los
genes del ARNr y los genes codificantes de proteinas, dicha distribucion
juega un papel fundamental en el procesamiento del ARN (Taanman,

1999).

B. Importancia del ADN mitocondrial en el estudio de las poblaciones.

El analisis del ADNmt ha sido una herramienta esencial en el entendimiento
de la evolucion de las especies. Esto debido a caracteristicas como, su alto
numero de copias, facilidad para obtener el ADN gendmico, recombinacion
limitada, altos niveles de sustitucion y su herencia materna (Brown et al., 1979;

Giles et al., 1980; Ingman et al., 2000).

Innumerables estudios filogenéticos se han realizado mediante la
secuenciacion del ADNmt. Para muchas especies (incluyendo peces 6seos)
ha sido posible secuenciar el genoma mitocondrial completo, lo que ha
permitido a los cientificos estudiar los procesos evolutivos por los cuales
pasaron dichas poblaciones en el pasado, asi como posibles procesos de
especiacion reciente e identificacion de nuevas especies (Miya & Nishida,

1999; Yamanoue et al., 2006; Prosdocimi et al., 2011; lwasaki et al., 2013;

11



Adrian-Kalchhauser et al., 2017). Adicionalmente, la secuenciacion del
genoma mitocondrial completo ha podido estudiar la eficacia de distintos
marcadores mitocondriales, para dilucidar interrogantes relacionadas con el
estudio poblacional (Billington & Hebert, 1991; Prodocimo et al., 2008; Xu et

al., 2012; Zheng & Yang, 2018).

12



CAPIiTULO 1l

MATERIALES Y METODOS

A. Recolecta de muestras y Extraccién de ADN

Las recolectas del rébalo Centropomus armatus se realizaron en cinco
localidades del Pacifico de Panama: (a) Golfo de Chiriqui: Puerto Armuelles (AC),
Puerto Pedregal (PC) y Veraguas (VC); (b) Golfo de Panama: Rio Hato (RC),
Puerto de Coquira (CC) (Fig. 2). Estos sitios fueros escogidos con el objetivo de
obtener muestras representativas a lo largo de la costa y analizar la variabilidad
genética a pequefa escala. En la tabla 1, se muestran los sitios de colecta y

numero de muestras obtenidas en cada localidad.

Tabla 1. Sitios de muestro de C. armatus en el Pacifico de Panama.

Tamano de
Localidad Coordenadas
muestra

Puerto Armuelles 8°1549.57” N 82°51'13.25" W 21
Puerto Pedregal 8°18°33.71” N 82°26’42.92” W 34
Veraguas 7°55'35.50" N  81°03'15.82" W 48
Rio Hato 8°22°20.61” N 80°05’11.96” W 21
Puerto de Coquira 9°00’24.43” N 79°06°08.51” W 45

13
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Fig. 2. Sitios de muestreo en cinco localidades de la costa del Pacifico de Panama.
AC: Puerto Armuelles, PC: Puerto Pedregal, VC: Veraguas, RC: Rio Hato, CC:

Puerto de Coquira.

Se tomaron muestras de aleta caudal de cada espécimen, las cuales fueron
inmediatamente conservadas en etanol absoluto de uso molecular (Sigma-Aldrich,
Alemania) y almacenadas a una temperatura de -20 °C hasta el proceso de
extraccion de ADN (Fig. 3). La extraccion del ADN genomico de los tejidos
recolectados se realizé mediante el uso de una solucion que contenia tampon de
lisis y la enzima proteinasa K para la digestion. En el siguiente paso, se separo el
ADN de las proteinas mediante precipitacion utilizando una solucion de acetato

de amonio. Por ultimo, el ADN puro se obtuvo mediante precipitacion por alcoholes
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(Sambrook & Russell, 2001). El precipitado de ADN gendmico posteriormente fue
rehidratado y se midid su concentracion utilizando el equipo NanoDrop 2000
(Thermo Scientific™, Estados Unidos). EI ADN extraido fue almacenado

nuevamente a -20 °C hasta su uso para las pruebas de amplificacion.

3 7
(SE v 4

Fig. 3. Fotografia del rébalo Centropomus armatus. Tomada por: Olga Vasquez.

B. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y Secuenciacion

Las secuencias de un fragmento codificante del gen citocromo oxidasa
subunidad | (COIl) del ADN mitocondrial fueron amplificadas mediante el uso del
siguiente par de cebadores (Ward, 2005):

COI-FishF2 5-TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3’

COI-FishR2 5-ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3’
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La PCR se llevo a cabo en el termociclador TaKaRa Dice™ TP650 (Takara
Bio Inc., Japdn); y el volumen final de la reaccion fue de 25 pL, la misma incluia
los siguientes reactivos (Ward, 2005):
= 2.5 uL Buffer (10X/15 mM MgClz) = 0.25 ulL de cada primer (10 uM)
= 1.0 uL MgCl2 (25 mM = 0.125 uL Tag ADN polimerasa (5 U)

= 0.5 uL dNTPs (10 mM) = 2.5 uL ADN (50 ng/pL)

Las reacciones de PCR para el gen COl se realizaron bajo las siguientes
condiciones de temperatura (Ward, 2005):
= Un periodo de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 4 minutos.
= 35 ciclos compuestos de:
o Una fase rapida de desnaturalizacion a 94 °C por 60 segundos.
o Seguido por la fase de alineamiento a 55 °C por 60 segundos.
o Finalizando con una fase de extension a 72 °C por 90 segundos.

» Adicionalmente, una fase de extension final a 72 °C por 10 minutos.

Posterior a la amplificacion, todos los productos de PCR fueron verificados
en geles de agarosa de 1.2% (TAE 1X) conteniendo bromuro de etidio. Los
productos de PCR positivos fueron purificados utilizando el kit de limpieza
enzimatica lllustra ExoProStar 1-step (GE Healthcare Life Sciences) siguiendo el

protocolo del fabricante, para liberar los fragmentos amplificados del exceso de
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cebadores y nuclettidos. La secuenciacion de los fragmentos amplificados
utilizando el método Sanger y fue realizada por la compafnia Macrogen Corp.

(Maryland, Estados Unidos).

C. Analisis de datos

Las secuencias obtenidas del fragmento del gen mitocondrial COIl fueron
editadas y alineadas utilizando el algoritmo ClustalWW en el programa BioEdit

v.7.2.5 (Hall, 1999).

a) Diversidad genética

Los indices de diversidad genética, incluyendo el numero de sitios
polimorficos (Ns), la diversidad haplotipica (Hd), nucleotidica () y numero
de haplotipos (Nn) fueron calculados para cada una de las poblaciones
geograficas, utilizando el método de Nei (1987) en el programa DnaSP
5.10.01 (Rozas et al., 2003). Las relaciones entre los haplotipos obtenidos
fueron inferidas utilizando el método MSN (Minimum spanning network)
(Bandelt, Forster & Rohl, 1999) y la red de haplotipos fue generada

utilizando el programa PopART (Leigh & Bryant, 2015).
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b) Estructura genética

La diferenciacion genética de las poblaciones fue evaluada a través
del Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) utilizando el programa
Arlequin v.3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Para el analisis del AMOVA
se determinaron dos grupos Golfo de Panama y Golfo de Chiriqui. Se
realiz6 de esta manera, debido a que ambos golfos presentan
caracteristicas oceanograficas distintas, e.g. el fendmeno de afloramiento,

temperatura y salinidad (Kwiecinski & Chial, 1983).

Para medir el efecto de los cambios demograficos sobre las
secuencias de ADN de la poblacion, se realizé la prueba de neutralidad
utilizando los indices estadisticos D de Tajima (Tajima, 1989) y F de Fu (Fu,
1997). Estos permitieron investigar las desviaciones de la neutralidad, asi
como la expansién de la poblacion. Los analisis de distribucion del
desajuste de diferencias por pares (Mismatch) y neutralidad también se

realizaron con el programa Arlequin v.3.5.2.2. (Excoffier & Lischer, 2010).
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CAPITULO IV

RESULTADOS

A. Diversidad genética.

De las 169 muestras procesadas, se utilizaron 137 secuencias del gen COI
para realizar los analisis correspondientes al estudio poblacional. El resto de las
secuencias no pudo ser utilizado debido a una baja calidad en el ADN extraido.
Posterior al alineamiento y edicion, el fragmento parcial del gen COI tuvo una
longitud total de 592 pb, donde el promedio de las frecuencias nucleotidicas de A,

T, Gy C fue de 24.68%, 30.40%, 13.20% y 31.72%, respectivamente.

Entre las 137 secuencias de las cinco muestras geograficas de
Centropomus armatus, se identificaron 21 haplotipos, de los cuales siete estan
presentes en la muestra de Puerto Armuelles (AC), seis en Puerto Pedregal (PC),
cinco en Veraguas (VC), cuatro en Rio Hato (RC) y siete en Coquira (CC). Estos
haplotipos variaron en 158 sitios polimérficos. Los haplotipos mas comunes
fueron: haplotipo_2 (H2) (83 individuos, 60.6% del total de individuos), H8 (19,
13.9%) y H4 (14, 10.2%). Mas de la mitad de los haplotipos (16 de 21) fueron

unicos para sus respectivas muestras geograficas (Fig. 4).
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Fig. 4. Frecuencias haplotipicas para Centropomus armatus utilizando el
marcador mitocondrial citocromo oxidasa subunidad | (COIl), en cinco sitios

muestreados en el Pacifico de Panama.

La diversidad haplotipica (Hd) con COIl mostr6 valores moderados, con un
promedio de 0.6062, mientras que la diversidad nucleotidica (n) alta, con un
promedio de 0.0639 (Tabla 2). La muestra de PC tuvo la diversidad haplotipica y
nucleotidica mas alta (Hd = 0.6239, = = 0.0854); y los valores mas bajos se

registraron en la muestra de VC (Hd = 0.1681, = = 0.0073).
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Tabla 2. indices de diversidad genética de Centropomus armatus basados en las
secuencias de un segmento del gen mitocondrial citocromo oxidasa subunidad |
(COl).

Localidad N Ns Nh Hd T
AC 21 121 7 0.5619 0.0377
PC 34 129 6 0.6239 0.0854
vC 46 97 5 0.1681 0,0073
RC 15 3 4 0.4668 0.0009
cC 21 119 7 0.6143 0.0499

Totales 137 158 21 0.6062 0.0639

N: numero de individuos por poblacion; Ns: numero de sitios segregantes; Nh:
numero de haplotipos; Hd: diversidad haplotipica; =: diversidad nucleotidica. AC:
Puerto Armuelles, PC: Puerto Pedregal, VC: Veraguas, RC: Rio Hato, CC: Puerto
de Coquira.

B. Estructura genética.

La estructura genética de la poblacion de robalos fue estudiada mediante
el analisis de varianza molecular (AMOVA). Para ello, las secuencias fueron
separadas en dos grupos. En el primero se incluyeron las secuencias de las
localidades Coquira y Rio Hato, las cuales corresponden al Golfo de Panama; y
en el segundo grupo a las localidades de Veraguas, Puerto Pedregal y Puerto

Armuelles, correspondientes al Golfo de Chiriqui.
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Los resultados del AMOVA revelaron que no existe diferencia genética
significativa entre los grupos de C. armatus del Golfo de Panama y los del Golfo
de Chiriqui (COI Fct = 0.149, P > 0.05). Por lo tanto, no hay una estructuracion
genética de la poblacion. El analisis también reflejé un bajo porcentaje de
variacion entre grupos (14.88%), mientras que el mayor porcentaje de la variacion

genética se encuentra dentro de cada poblacion, con un 48% (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis de varianza molecular (AMOVA) para las secuencias de
Centropomus armatus, utilizando el marcador mitocondrial citocromo oxidasa
subunidad | (COl).

Fuente de la Sumade Componentes Porc::taje indices de

Variacion "’ cuadrados de la varianza . fijacion
variacion

Entre grupos 1 385.242 3.365 Va 14.88 Fct?=0.149

Entre

poblaciones ;714 199 8.400 Vb 3712 Fsc"=0.436

dentro de

cada grupo

Dentro de

cada 132 1433.647 10.861 Vc 48.00 Fst°=0.520

poblacién

Total 136 2538.088 22.627

Esta alta variabilidad fue estudiada posteriormente mediante un analisis de
diferenciacioén genética Fst. De acuerdo con los valores de Fst obtenidos, existen

diferencias significativas entre casi todas las muestras geograficas (Tabla 4). La
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primera se deriva de la comparacion entre la localidad de Puerto Armuelles (AC)
con Puerto Pedregal (PC) y Rio Hato (RC); al comparar la muestra de Puerto
Pedregal (PC) con Veraguas (VC), Rio Hato (RC) y Coquira (CC) también se
encontraron diferencias significativas. De igual manera se registré diferencias
entre la muestra de Veraguas (VC), Rio Hato (RC) y Coquira (CC); y por ultimo,
el analisis también detectd diferencias entre Rio Hato (RC) y Coquira (CC). Sin
embargo, al comparar la muestra de Puerto Armuelles (AC) con las de Veraguas
(VC) y Coquira CC no se obtuvieron valores significativos, indicando la existencia

de un flujo génico entre estas localidades (P > 0.05).

Tabla 4. indices de fijacién (Fst) entre muestras geograficas de Centropomus

armatus en el Pacifico de Panama.

Localidades AC PC vC RC CcC
AC 0.00000

PC 0.27013* 0.00000

vC 0.02056 0.43417* 0.00000

RC 0.80582*  0.66753*  0.95886* 0.00000

cc 0.03080 0.29191*  0.14760*  0.67391* 0.00000

“’P < 0.05. AC: Puerto Armuelles, PC: Puerto Pedregal, VC: Veraguas, RC: Rio

Hato, CC: Puerto de Coquira.
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C. Test de neutralidad e historia demografica.

Los valores obtenidos de los indices D de Tajima y Fs de Fy para todas las
poblaciones estudiadas resultaron en valores negativos. La mayoria de las
poblaciones no muestran diferencias significativas (P > 0.10), por lo que la
hipétesis nula de neutralidad no puede rechazarse, indicando que posiblemente
estas poblaciones no han tenido cambios en el tamafo de sus poblaciones. De
esta manera, existiria un equilibrio neutral en el cual la mayoria de los cambios
evolutivos ocurren por deriva genética y no estan bajo presiones de seleccién. Sin
embargo, los valores para la muestra de Veraguas (VC) si mostraron diferencias
significativas (D: P < 0.001; Fs: P < 0.02), esto puede ser indicativo de que esta
localidad ha pasado por procesos de expansion, posiblemente posterior a un
evento cuello de botella, donde el alto numero de haplotipos unicos puede ser

evidencia de esto (Tabla 5).

Los analisis de distribucion del desajuste de diferencias por pares
(frecuencias de diferencias por pares de haplotipos) se realizaron para explorar la
historia demografica de las poblaciones estudiadas. Esto método asume que el
crecimiento o reduccidon del tamafo poblacional deja sefales distintivas en las
secuencias de ADN en comparacion con poblaciones cuyo tamafo poblacional es

constante.
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Tabla 5. Test de neutralidad con base en los indices D de Tajima y estadistico Fs
de Fu, obtenidos a partir de datos de un fragmento del gen mitocondrial citocromo
oxidasa subunidad | (COI) de muestras de Centropomus armatus del Pacifico de
Panama.
AC PC vC RC cc
D Tajima -1.53726  1.41481 -2.89888 -1.31654  -0.75918
P(D Tajima) P>0.10 P>010 P<0.001*™ P>0.10 P>0.10
Fu'Fs -0.37884  -0.04130 -6.38411 -1.30356  -1.60503
P(Fu’S) P>0.10 P>010 P <0.02* P>0.10 P>0.10
“’P < 0.05. AC: Puerto Armuelles, PC: Puerto Pedregal, VC: Veraguas, RC: Rio

Hato, CC: Puerto de Coquira.

De acuerdo con los modelos de distribucion poblacional propuestos por
Patarnello et al. (2007). Las muestras de AC, PC y CC presentan una distribucion
bimodal. Este tipo de distribucion usualmente esta relacionado con un tamano
poblacional constante, mientras que las muestras de VC y RC parecen presentar
una distribucién unimodal, la cual estd asociada con eventos repentinos de

expansion (Fig. 5).
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Fig. 5. Distribucidn de diferencias por pares de haplotipos para las cinco muestras
geograficas de Centropomus armatus estudiadas en el Pacifico de Panama,
obtenida a partir datos de secuencias un segmento del gen mitocondrial citocromo
oxidasa subunidad | (COl).
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La red de haplotipos se construyd con el objetivo de ilustrar las relaciones
evolutivas entre las secuencias estudiadas. Los resultados revelan una
distribucion casi en forma de estrella, caracterizada por un alto numero de
haplotipos unicos rodeando un haplotipo central abundante. El haplotipo
dominante (H2) representa el 60.6% del total de individuos muestreados y esta
presente en casi todas las poblaciones, excepto por Rio Hato. Los otros dos
grupos de haplotipos que se observaron fueron los compartidos por las
localidades de Pedregal, Puerto Armuelles y Veraguas (H8). Este haplotipo se
encontré en 19 individuos del total muestreado (13.9%), esto permite inferir que
existe un flujo génico mayor entre estas localidades, debido a su cercania
geografica. Por otro lado, las muestras de Coquira y Rio Hato también comparten
un par de haplotipos, que no comparten con el resto de las muestras (H3 y H4).
El H3 se encontré en 14 individuos, lo que representa un 10.2% del total. Sin
embargo, estas relaciones haplotipicas no son suficiente para indicar una
estructura genética entre las poblaciones. Finalmente, observamos que la
poblacién de Puerto Armuelles es la que posee mayor numero de haplotipos

unicos (Fig. 6).
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Fig. 6. Red haplotipica que muestra las relaciones genéticas entre los haplotipos
detectados a partir de secuencias de un segmento del gen mitocondrial citocromo
oxidasa subunidad | (COl) de Centropomus armatus. Cada circulo representa un
haplotipo diferente y el tamafio de estos son proporcionales a la frecuencia
haplotipica encontrada en las localidades muestreadas. Los numeros en

paréntesis representan el numero de mutaciones.
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CAPIiTULO V

DISCUSION

Las variaciones en las secuencias del gen mitocondrial COIl han sido
utilizadas para el analisis poblacional en varias especies de peces, especialmente
por la eficacia de este marcador en la investigacion de la diversidad genética y la
estructura poblacional en peces marinos (Xu et al., 2012; Healey et al., 2017;

Abbas et al., 2018).

A. Diversidad genética.

En este estudio, se han encontrado 21 haplotipos en 137 individuos
muestreados y 158 sitios segregantes (polimorficos) fueron detectados en
secuencias de 592 pb del gen COIl. Los resultados obtenidos indicaron que la
diversidad haplotipica total para la poblacion de C. armatus fue de 0.6062,
indicando que el intercambio genético entre las distintas localidades muestreadas

es moderado.

Grant & Bowen (1998) sugieren que los peces marinos pueden ser
clasificados en cuatro categorias, de acuerdo con los valores obtenidos para la
diversidad haplotipica y nucleotidica. Siguiendo los parametros establecidos por

los autores tenemos que, C. armatus se encuentra en la tercera categoria, ya que
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la muestra presenta una diversidad haplotipica (Hd) de moderada a baja (PC:
0.6239; VC: 0.1681); mientras que para la diversidad nucleotidica (n) se
obtuvieron valores de bajos a altos (RC: 0.0009; PC: 0.0854). Estos patrones son
caracteristicos de poblaciones con unos pocos haplotipos altamente divergentes.
Esta condicion puede ser el resultado de un fuerte cuello de botella sobre una
poblacién que solia ser grande y estable; o por el contacto secundario entre
poblaciones aisladas. Dicho patrén ha sido reportado en peces que habitan en la
zona costera (0 — 200 m de profundidad) sobre la plataforma continental (Burton,

1986; Planes & Doherty, 1997).

Factores historicos, actividad antropogénica, disponibilidad del habitat y la
baja tasa mutacional del genoma mitocondrial pueden influir sobre la diversidad
genética (Zhang et al., 2017). Los analisis filogenéticos realizados por Tringali et
al. (1999), sugieren que C. armatus no tiene una especie gemela en el Atlantico,
por lo que probablemente su especiacion comenzé antes del surgimiento del
Istmo. Adicionalmente, los autores mencionan que, debido a sus caracteristicas
morfologicas, e.g. pequefio tamano y peso, esta especie forma parte del linaje
mas basal. Tomando en cuenta estos hallazgos filogenéticos y la amplia
distribucion actual de C. armatus (desde México hasta Ecuador) podriamos inferir
que la creacion de nuevos habitats por causa del surgimiento del Istmo pudo
reconectar poblaciones aisladas. Sin embargo, es necesario realizar muestreos
mas extensos, incluyendo mayor numero de localidades y utilizar marcadores

moleculares con diferentes tasas de mutacion.
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El comportamiento ecoldgico complejo de C. armatus también puede ser
una causa del moderado intercambio genético entre las localidades muestreadas.
Rivas (1986) reporta que esta especie esta restringida a localidades donde existe
un flujo de agua dulce constante, es decir estuarios y bahias cerca de
desembocaduras de rios. Por ello, la disponibilidad de un habitat adecuado afecta
directamente la diversidad genética de estas poblaciones. EI comportamiento
reproductivo de las especies de Centropomus también pueden ser un factor
importante en la diversidad genética y la estructura de la poblacion. Los estudios
de Young et al. (2016) indican que la especie C. undecimalis tiene fidelidad por
los sitios de desove y pueden retornar al mismo sitio hasta por cinco temporadas
reproductivas consecutivas. También reportan que los individuos suelen
permanecer cerca del sitio de desove principal incluso cuando no estan en su

época reproductiva.

Ademas, de la diversidad genética moderada, el gen COIl nos permitio
construir una red de haplotipos, en la cual pudimos analizar las relaciones entre
los haplotipos encontrados en la poblacion de C. armatus. En ella se observa la
existencia de haplotipo comun y dominante para cuatro de las cinco localidades y
probablemente el mas antiguo, y dos haplotipos divergentes que podrian estar
asociados con la distribucion geografica de las localidades del Golfo de Chiriqui y
el Golfo de Panama. Sin embargo, esto no confirma que haya una estructuracion

en la poblacién. Resultados similares fueron reportados en la especie estuarina
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Nibea albiflora (Xu et al., 2012), otras de alto interés pesquero como Thunnus
albacares (Li et al., 2015) y Caranx hippos (Caiafa-Hernandez et al., 2018). En
estos estudios, se sugiere que los resultados obtenidos con el gen COIl pueden
ayudar a inferir sobre la historia demografica de las especies marinas. En este
caso, aparentemente estas especies sufrieron una reduccion drastica en el
tamafio de sus poblaciones, evento conocido como cuello de botella; vy
posteriormente pasaron por un periodo de rapida expansion y crecimiento, lo que
puede inferirse por la acumulacion de pasos mutacionales entre algunos

haplotipos.

Mediante los analisis de neutralidad y distribucion del desajuste, hemos
encontrado que C. armatus en las localidades muestreadas en el Pacifico de
Panama, excepto Veraguas y Rio Hato, no ha sufrido eventos que afecten
drasticamente su tamafo poblacional, i.e. estas muestras geograficas han
mantenido tamafos poblacionales constantes a lo largo de su historia
demografica. Los valores negativos significativos obtenidos a partir de los indices
D de Tajima y Fs de Fu, para la localidad de Veraguas, en conjunto con la
distribucion unimodal (también presente en la localidad de Rio Hato) que presento
el grafico de distribucion del desajuste, son relacionados con una poblacion con
una reciente expansion, por ello el bajo numero de haplotipos dominantes y
haplotipos exclusivos (Xu et al., 2012). La sobreexplotacion del recurso pesquero

también puede afectar negativamente la diversidad genética de las poblaciones,
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y si se realiza de manera persistente puede incluso causar la extincion de la

especie (Xu et al. 2012; Wang et al., 2017).

B. Estructura genética.

La estructura genética de una poblacion también puede verse influenciada
por diversos factores como barreras geograficas, corrientes oceanicas, tiempos
de reproduccion, diferencias de habitats, entre otros (Kelly & Palumbi, 2010; White
et al., 2010). En el caso particular de C. armatus, utilizando el analisis de varianza
molecular (AMOVA), no se ha encontrado valores significativos que sugieran la
existencia de una estructura genética en las muestras geograficas de C. armatus
recolectadas en la costa del Pacifico panamefio. EI AMOVA sugiere que existe
una conectividad entre las localidades muestreadas y que todas ellas forman un
solo stock poblacional. Ademas de esto, el analisis calcul6 que la mayor
diferenciacién o varianza se encuentra dentro de cada localidad con un 48%, esto
podria deberse al alto nivel de polimorfismo que presentaron las secuencias;
mientras que la diferenciacion entre los grupos de secuencias del Golfo de Chiriqui
y Golfo de Panama solo presentaron una variacion del 14.88%, lo que apunta a
que la Peninsula de Azuero y la poca disponibilidad de habitats estuarinos en esa
zona, no representan un barrera para el intercambio de genes entre los individuos
de las diferentes localidades. Esto podria deberse al gran potencial que tienen

algunos peces marinos de dispersarse largas distancias entre cuerpos de agua o
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a lo largo de la costa, ya sea durante el periodo de larva plantonica o adultos

(Hewitt, 2000)

Aparte al analisis de AMOVA, se realiz6 un analisis de diferenciacion
genética calculando el Fs entre todas las localidades, y se encontré que en la
mayoria de las localidades existe una alta variabilidad genética, incluso en
aquellas localidades geograficamente cercanas. Este alto valor puede deberse a
la gran cantidad de haplotipos unicos que se detectaron dentro de las mismas y a
los pocos haplotipos compartidos (Xu et al., 2012). Esto crea la interrogante sobre
el estado real de la conectividad genética entre estas localidades. Para resolver
esta pregunta seria necesario utilizar otro tipo de marcador molecular y aumentar
el numero de muestras por localidad, ya que en muchos casos el poder de
resolucién del AMOVA (i.e. la falta de significacion) esta relacionado con un bajo

numero de muestras (Fitzpatrick, 2009).

Otro resultado interesante fue la falta de diferenciacion genética entre los
individuos de las localidades de Puerto Armuelles, Veraguas y Coquira, a pesar
de la gran distancia geografica que existe entre ellas. Si bien no tenemos como
confirmar la causa de ello, analisis posteriores podrian ayudarnos a comprender
la historia evolutiva y expansion poblacional de esta especie. La poca
diferenciacion entre estas tres localidades podria estar relacionadas no solo con
la falta de una barrera geografica, sino también con una elevada capacidad de

dispersion de individuos maduros y/o larvas, de una localidad a otra, con ayuda
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de las corrientes marinas (Avise et al., 1987; Hellberg et al., 2002; Cowen &
Sponaugle, 2009; Young et al., 2016). Por otro lado, los individuos que componen
las localidades de Pedregal y Rio Hato podrian estar presentando algun tipo de
proceso de adaptacion local relacionadas con las condiciones ambientales de los
habitats estuarinos (Luikart et al., 2003; Schulte, 2007). Sin embargo, los analisis
realizados empleando el gen COI no son suficientes para permitirnos explorar esta

hipodtesis.

A pesar de la poca informacion genética sobre las poblaciones de los
rébalos, algunos estudios sobre este tema han contribuido con informacion
novedosa para el entendimiento de estas especies. En 2008, Prodocimo et al.,
realizaron estudios de genética poblacional en la especie C. parallellus a lo largo
de la costa de Brasil. Utilizando un marcador mitocondrial (citocromo b) no
encontraron evidencias que muestran una diferenciacion genética entre las
localidades estudiadas, sugiriendo la existencia de un alto flujo génico entre ellas.
Sin embargo, proponen la importancia de aumentar el tamafio de la muestra e
incluir otras localidades geograficas en el Atlantico Occidental. Esto debido a la
posible expansion poblacional que experimentd esta especie durante su reciente

historia evolutiva.

En un caso similar, Chapa (2012) realiz6 analisis de varianza molecular en
poblaciones de C. parallelus y C. undecimalis de la costa de Texas, utilizando los

marcadores mitocondriales 16S y region control, y no logré detectar diferencias
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genéticas entre ellas, implicando la existencia de un alto flujo génico entre las
localidades muestreadas. Posterior a esto, incluyeron secuencias de localidades
fuera del Golfo de México (Florida y Costa Rica) y al comparar entre todas ellas,
el AMOVA si detectd estructura poblacional significativa en C. undecimales, mas

no para C. parallelus.

Los resultados encontrados nos permiten comprender lo que pudo haber
ocurrido a lo largo de la historia evolutiva de C. armatus, incluyendo su expansion
demografica y posible adaptacién a nuevos habitats durante el surgimiento del
Istmo de Panama. Para poder comprender el estado actual de las poblaciones
seran necesarias mas investigaciones e incluir el uso de marcadores nucleares,
asi como el uso de nuevas técnicas moleculares, que nos permitan estudiar las
poblaciones empleando tanto aproximaciones genéticas, como enfoques

ecologicos.
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CAPIiTULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A. Conclusiones

La diversidad genética de la especie Cenfropomus armatus inferida
mediante analisis de secuencias del gen COI resulté ser moderada, con valores
probablemente relacionados con los eventos historicos como la evolucién de la
especie y expansion demografica de la misma, al colonizar nuevos habitats.
Asimismo, los niveles de diversidad genética podrian estar asociados a eventos
que provocaron un drastico descenso en el tamafio de la poblacién (cuello de
botella), seguido de un rapido crecimiento poblacional, evidenciado en este
estudio por la presencia de pocos haplotipos compartidos, asi como haplotipos

multiples unicos y divergentes.

Las estimaciones sobre el grado de estructuracion genética no fueron
significativas, indicando la ausencia de diferenciacion genética entre las muestras
colectadas como consecuencia de barreras geograficas o ecologicas. Este
resultado sugiere que las muestras de C. armatus del Golfo de Chiriqui y las del
Golfo de Panama constituyen una poblacidén panmictica. Sin embargo, los valores
de diferenciacion genética (indices Fst) fueron significativos entre algunas de las

poblaciones tales diferencias podrian estar impulsadas por la presencia de
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haplotipos unicos en la poblacion y el alto polimorfismo detectado en las

secuencias del fragmento de COI estudiado.

B. Recomendaciones

Llevar a cabo analisis de diversidad genética utilizando otros marcadores
mitocondriales como la regién control, e incluir marcadores nucleares, que aporten
informacion sobre el estado de diversidad actual de las poblaciones de C.

armatus.

Aumentar el numero de localidades y tamafio de muestra por grupo que
permita obtener una mejor representacién de toda la poblacion. De ser posible,
incluir muestras de distintas localidades en el Pacifico Oriental Tropical, debido a

la amplia distribucién de la especie.

Desarrollar una metodologia que permita realizar comparaciones genéticas

y fisiologicas con las condiciones del medio que habita la especie.

Ademas, es importante realizar un analisis filogenético de las especies de
Centropomus que cohabitan en el Pacifico, debido a la poca informacién
filogenética que hay en el grupo y serviria como base para resolver las
incertidumbres taxondmicas que se generan debido a las similitudes morfolégicas

que comparten algunas especies de este género.
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