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Abstract

The "Mullet" Mugil incilis is one of the most important fish resources of the artisanal
fishing industry of the Colombian Caribbean. However, their populations are being
overexploited for decades, which together with the deterioration of their habitat could be
causing a negative effect on the genetic variability of their populations. In order to generate
scientific information to support decisions and more appropriate fisheries management and
conservation policies, the variability and genetic structure of M. incilis along the Caribbean
coast of Colombia was evaluated. Six coastal systems were selected, including three coastal
lagoon systems with open access to fishing (Ciénaga La Virgen, Ciénaga La Caimanera and
Bahia de Cispatd) and three coastal lagoons belonging to fauna and flora sanctuaries of the
network of National Natural Parks of Colombia (Los Flamencos, Ciénaga Grande de Santa
Marta and El Corchal). Seven microsatellite loci were used, which revealed 94 alleles with
an average of 11.6 alleles per locus. The values of genetic variability in all sampling sites
were low (Ho = 0.108-0.402), although they showed a high genetic potential (He = 0.772-
0.868). All the loci presented departures from the Hardy-Weinberg expectations due to a
deficiency of heterozygotes. This was in agreement with the events of recent bottlenecks
that were determined in all the lagoons and the causes could be overfishing and the
presence of null alleles. The analysis of genetic structuring revealed the existence of two
populations, one formed by the localities located from La Guajira to Sucre; a second in
Bahia de Cispata and the third one in Ciénaga La Caimanera. This study suggests that the
processes involved in the level of fishing exploitation, in the reproductive cycle and in the
oceanographic conditions of the South Caribbean region determine the genetic variability
and structure of M. incilis. Recommendations for the management and conservation of M.
incilis are proposed.
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Resumen

La "Lisa" Mugil incilis, es uno de los recursos icticos mas importante de la industria
pesquera artesanal del Caribe de Colombia. Sin embargo, sus poblaciones llevan siendo
sobreexplotadas por décadas, que en conjunto con el deterioro de su habitat podrian estar
causando un efecto negativo en la variabilidad genética de las mismas. Con el objetivo de
generar informacion cientifica que permita apoyar decisiones y politicas mas adecuadas de
manejo pesquero y conservacion se evaluo la variabilidad y la estructura genética de M.
incilis a lo largo de la costa del Caribe de Colombia. Se seleccionaron seis sistemas
costeros, entre ellos tres lagunas costeras de acceso abierto a la pesca (Ciénaga La Virgen,
Ciénaga La Caimanera y Bahia de Cispatd) y tres santuarios de fauna y flora de la red de
Parques Nacionales Naturales de Colombia (los santuarios de fauna y flora Los Flamencos,
Ciénaga Grande de Santa Marta y El Corchal). Se utilizaron siete loci microsatélites, los
cuales revelaron 94 alelos con un promedio de 11.6 alelos por locus. Los valores de
variabilidad genética en todos los sitios de muestreo fueron bajos (Ho = 0.108-0.402),
aunque demostraron tener un alto potencial genético (He = 0.772-0.868). Se encontrd que
todos los loci presentaron desequilibrio de Hardy-Weinberg debido a una deficiencia de
heterocigotos. Esto fue concordante con los eventos de cuellos de botellas recientes que se
determinaron en todas las lagunas y las causas pueden ser la sobrepesca y la presencia de
alelos nulos. Los resultados del andlisis de estructuracion genética demostraron la
existencia de tres poblaciones, una conformada por las localidades ubicadas desde el sector
de La Guajira hasta Sucre y una segunda en Bahia de Cispatd y la tercera en la Ciénaga La
Caimanera. Este estudio sugiere que los procesos involucrados en el nivel de
aprovechamiento pesquero, en el ciclo reproductivo y en las condiciones oceanograficas de
la region del Caribe Sur determinan la variabilidad y estructura genética de M. incilis. Se
proponen recomendaciones para el manejo y conservacion de M. incilis.

Palabras clave: conservacion; variabilidad genética; microsatélites; lisas; Mugil incilis;
Caribe colombiano.

Introduccion

Mugil incilis (Hancock, 1830) es un pez eurihalino conocido comunmente como lisa en
Colombia. Habita ecosistemas acuaticos costeros con conexion al mar en el Caribe, desde
Haiti y Panama bordeando la costa atlantica occidental de Suramérica hasta el sureste de
Brasil (Bustos-Montes et al., 2012; Harrison, 2002). En Colombia esta distribuida desde
Bahia de Cispatd hasta Bahia Portete (Rey & Acero, 2002). Tiene una importancia
ecologica por su rol tréfico en los estuarios y lagunas costeras dado que es un pez
detritivoro que al ser depredado ofrece transferencia de materia y energia a niveles troficos
superiores; de igual manera las transfiere al mar adyacente durante el periodo de migracion
reproductiva (Blanco-Racedo, 1983; Osorio, 1998; Cogua, Jiménez-Reyes, & Duque,
2013). También tiene una importancia pesquera por ser aprovechada comercialmente al
registrarse capturas que aportan cerca del 25 % de la produccion pesquera de la Ciénaga



Grande de Santa Marta (INVEMAR, 2014) y el 3 % del Caribe de Colombia (De La Hoz-
Maestre et al., 2013). A pesar de su importancia ecologica y comercial, estudios ecolégicos
han documentado que los mayores registros de captura se presentan cuando sale de las
lagunas costeras hacia el mar adyacente para reproducirse. Esto limita la renovacion
poblacional puesto que los ejemplares capturados generalmente estdn maduros; dentro de
las lagunas y estuarios es capturada por debajo de la talla media de madurez sexual con
efectos importantes en su abundancia y supervivencia (Blanco-Racedo, 1983; Sanchez-
Ramirez, Rueda, & Santos-Martinez, 1998; Narvaez-Barandica, Herrera-Pertuz, & Blanco-
Racedo, 2008; INVEMAR, 2014). A lo anterior se suman otros factores que afectan su
biologia poblacional como la calidad ambiental de la mayoria de las aguas de las lagunas y
estuarios donde habita debido a la presencia de contaminantes de origen industrial, urbano
y agricola, principalmente en la Ciénaga Grande de Santa Marta, Bahia de Cispata y la
Ciénaga de la Virgen (INVEMAR, 2017). Por ejemplo, estudios de contenidos de
organoclorados y metales pesados de M. incilis documentaron la presencia de estos
contaminantes en peces de esas dos lagunas costeras (Plata, Campo & Ramirez, 1993;
Alonso, Pineda, Olivero, Gonzalez, & Campos, 2000; Burgos-Nuifiez, Navarro-Frometa,
Marrugo-Negrete, Enamorado-Montes, & Urango-Cardenas, 2017). Como consecuencia de
lo anterior, el estrés ambiental estd incidiendo en altos niveles de prevalencia de parasitos
en M. incilis como una indicacion del estado vulnerable de sus poblaciones (Bustos-Montes
et al., 2012; Jaramillo-Colorado, Arroyo-Salgado, & Ruiz-Garcés, 2015).

Con referencia a todo lo anterior, M. incilis es un modelo biolodgico interesante para
conocer la influencia del comportamiento reproductivo en la dispersion y conectividad
genética de las poblaciones de peces en el Caribe de Colombia. Asi mismo, por tratarse de
una especie sobreexplotada que habita ecosistemas marino-costeros con altos niveles de
contaminacion puede revelar como los peces estan enfrentando una reduccion de los niveles
de variabilidad genética y asi permitir dilucidar cudles son las capacidades para
superponerse a los cambios del medio ambiente. Estudios previos han demostrado que
mientras mayor sea la variacion genética de las poblaciones, mejor serd la respuesta de una
especie a los cambios ambientales (Bickham, Sandhu, Hebert, Chikhi, & Athwal, 2000;
Belfiore & Anderson, 2001; Ross, Cooper, & Bidwell, 2002; McMillan, Bagley, Jackson,
& Nacci, 2006). Aunque mucho se conoce sobre la ecologia y el impacto en el sector
pesquero de esta especie en el Caribe de Colombia, no existen estudios genéticos que
describan el estado de conservacion de las poblaciones en ambientes naturales. Por lo
anterior, en este estudio se seleccionaron siete loci microsatélites con el objetivo de
determinar los patrones de distribucion de la variabilidad genética y el nivel de
estructuracion genética poblacional de M. incilis en areas de media y alta presion pesquera
del Caribe de Colombia. Esto con el fin de proponer nuevos criterios cientificos que
permitan desarrollar futuros programas de manejo pesquero para este pez.

Materiales y métodos

Muestreo: Las muestras de M. incilis fueron recolectadas en seis sectores del Caribe
colombiano donde se concentra la mayor actividad pesquera que aprovecha esta especie;
tres sistemas lagunares costeros de acceso abierto a la pesca (Ciénaga La Virgen = CVIR,
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Ciénaga La Caimanera = CCAI y Bahia de Cispatd = BCIS) y tres del sistema de Parques
Nacionales Naturales de Colombia (Santuarios de Fauna y Flora Los Flamencos = SFFF,
Ciénaga Grande de Santa Marta = CGSM y El Corchal = SFFC) (Cuadro 1 y Fig. 1). En
total 249 muestras fueron recolectadas entre marzo y julio de 2014. La muestra de tejido
fue de la aleta caudal y fueron depositados en alcohol al 96 % y congelados a -20 °C para
su posterior procesamiento.
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Fig. 1. Sitios de muestreo. Abreviaciones de localidades corresponden a localidades del
Cuadro 1.

Fig. 1. Location of the sampling sites. Abbreviations of locations correspond to locations of
Table 1.

CUADRO 1

Sitios de muestreo de Mugil incilis en el Caribe colombiano
TABLE 1

Sampling sites for Mugil incilis in the colombian Caribbean

Abreviacion Localidad N  Coordenadas Departamento
SFFF Santuario de Fauna y 50 11°22'48.5" N La Guajira
Flora Los Flamencos 73°07'23.2" W



CGSM Ciénaga Grande de Santa 40 10°52727.3" N Magdalena

Marta 74°24'56.3" W
CVIR Ciénaga La Virgen 39 10°26'14.8" N Bolivar
75°29'55.0" W
SFFC Complejo cenagosodel 40  10°02°00" N Sucre
Santuario de Fauna vy 75°32°00" W
Flora El Corchal
CCAI Ciénaga La Caimanera 40  9°25'58.3"N Sucre
75°37'53.8" W
BCIS Bahia de Cispata 40  9°24'08.7" N Cordoba
75°49'29.8" W

N= numero de muestras recolectadas por sitio.
N= number of samples collected per site.

Extraccion ADN y amplificaciéon de microsatélites: El ADN genomico fue extraido
utilizando el protocolo de sales de Lopera-Barrero et al. (2008). Siete microsatélites loci
previamente descritos para Mugil cephalus fueron seleccionados en la genotipificacion de
las muestras de M. incilis: Mcs-15 AM (Miggiano et al., 2005), Mce-2, Mce-3, Mce-7,
Mce-11 (Shen et al., 2010), Muce-55 y Muce-80 (Xu, Sun, Shi, & Wang, 2010). Es
importante resaltar que la amplificaciéon de estos microsatélites fue exitosa en especies
hermanas como Mugil liza (Mai et al.,, 2014) y Mugil curema (Pacheco-Almanzar,
Ramirez-Saad, Veldzquez-Aragon, Serrato, & Ibaniez, 2017). Por este motivo, para aceptar
y trabajar con los siete microsatélites citados se realizé una amplificacion con la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) con las siguientes condiciones: volumen final de 10pl
que contenia una concentracion de buffer de reaccion en 1 X, MgCl, 2 mM, dNTPs 0.2
mM, 0.2 uM de cada primer y tag-polimerasa 0.22 U (Bioline Meridian Life Science).

La reaccion de PCR incluy6 un primer ciclo de desnaturalizacion a 95 °C por 5 minutos;
luego 30 ciclos a 94 °C por 30 segundos, una temperatura de annealing de 62 °C por 30
segundos y una temperatura de extension a 72 °C por 90 segundos. La reaccion finalizé con
una temperatura de extension final a 72 °C por 30 minutos. Los productos de la PCR fueron
verificados en geles de agarosa al 2 % y corridos a 80 V por 1.5 horas en una camara de
electroforesis horizontal. Luego fueron analizados a través de electroforesis capilar con el
equipo QIAxcel Advanced (QIAGEN). El tamaino de cada locus amplificado se determind
con el programa computacional QIAxcel ScreenGel v1.0, utilizando un marcador de
alineamiento entre 15y 1 000 pb.

Analisis de datos: Se detectd la presencia de alelos nulos y la identificacion de posibles
errores de genotipificacion (amplificacion como bandas “stutter” y dominancia de alelos
pequenios) utilizando el programa MICRO-CHECKER v2.2.3 (Van Oosterhout,
Hutchinson, Wills, & Shipley, 2004). El programa GenAlEx v.6.5 (Peakall & Smouse,
2012) se utilizd para determinar la variabilidad genética intrapoblacional con los
estimativos de: numero de alelos por locus, frecuencias de alelos y las heterocigosidad
esperada (He) y observada (Ho). Con GENEPOP v4.0 (Rousset, 2008) se calculd el
coeficiente de endogamia (Fis) (Weir & Cockerham, 1984), el desequilibrio de ligamiento
(LD) y se probaron desvios de proporciones genotipicas en el equilibrio de Hardy-
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Weinberg (E-HW). Se ajust6 el nivel de alfa < 0.05 para comparaciones multiples con el
procedimiento de Bonferroni (Rice, 1989).

La reduccion reciente en el tamafio de la poblacion se verifico6 usando BOTTLENECK
v1.2.02 (Piry, Luikart, & Cornuet, 1999) con 1 000 repeticiones. Para probar si existian
evidencias de un cuello de botella genético, primero se consideraron dos modelos
mutacionales para los microsatélites, un modelo de mutacioén gradual (SMM) y uno de dos
fases (TPM) con una proporcion de 70 % del modelo SMM y 30 % de varianza. La
significancia del resultado fue evaluada con una prueba de Wilcoxon (Wilcoxon, 1945) que
evaluo el exceso o déficits de individuos heterocigotos en caso de un cuello de botella
reciente. Estas pruebas se realizaron utilizando todos los loci y todas las localidades.

El andlisis de la estructura poblacional se analizd con el estadistico Fst de Wright entre
pares de localidades. Para esto se realizd un andlisis molecular de varianza (AMOVA) con
el programa computacional el programa Arlequin v3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). Este
analisis permiti6 evaluar el nivel de diferenciacién en diferentes niveles geograficos de
organizacion de las muestras. Los niveles de agrupamiento que se emplearon fueron: un
primer andlisis asumiendo a todas las localidades como un s6lo grupo jerarquico; en el
segundo se asumi6 un grupo para las muestras recolectadas al suroeste de la
desembocadura del rio Magdalena (CVIR, SFFC, CCAI, BCIS) contrastadas con las del
noreste del rio (CGSM y SFFF); un tercer analisis asumiendo las muestras recolectadas al
noreste del Golfo de Morrosquillo (CVIR, SFFC, CGSM y SFFF) versus las que pertenecen
al golfo (CCAI y BCIS). Como complemento a lo anterior, se realizd un andlisis de
comparacion multiple entre las localidades con el test exacto de diferenciacion genotipica
(Raymond & Rousset, 1995). Una vez obtenidos los resultados las comparaciones multiples
fueron ajustadas con una prueba de Bonferroni.

Por otro lado, se realizd una prueba de Mantel en IBDWS v3.23 (Jensen, Bohonak, &
Kelley, 2005) para examinar la correlacion entre la distancia genética y la distancia
geografica (medida en kilémetros a lo largo del borde de la costa) y evaluar si la poblacion
de M. incilis se ajusta al modelo de aislamiento por distancia. Para analizar las relaciones
genéticas entre las localidades se construyé un dendrograma en Mega v6.0 (Tamura,
Stecher, Peterson, Filipski, & Kumar, 2013), utilizando el método de agrupamiento
Vecinos mas cercano con la matriz de distancia genética (3pu?) de (Goldstein, Ruiz Linares,
Cavalli-Sforza, & Feldman, 1995). Esta ultima se determin6 en el programa Arlequin V3.5
(Excoffier & Lischer, 2010).

Se evaluo la presencia de grupos genéticos diferentes utilizando el método de agrupamiento
bayesiano implementado en STRUCTURE v2.3.3 (Hubisz, Falush, Stephens, & Pritchard,
2009). Para estimar el numero de grupos de poblaciones genéticas (K) dentro del conjunto
completo de datos, seis simulaciones independientes para K = 1-6 se realizaron con un
burn-in de 200 000, 800 000 iteraciones y diez réplicas. El analisis se realizé utilizando un
modelo de mezcla (Admixture Model) de estructura de poblacional, y se correlaciono la
frecuencia de alelos entre las poblaciones. Se estim6 el nimero mas probable de grupos de
poblacion mediante el estadistico de Evanno, Regnaut y Goudet (2005) utilizando la
aplicacion en linea STRUCTURE HARVESTER (Earl & VonHoldt, 2012).

Se aplico el andlisis discriminante exploratorio de componentes principales (DAPC),
utilizando el paquete Adegenet (Jombart, 2008; Jombart, Devillard, & Balloux, 2010), el
cual cuenta con la funcion DAPC en el software R (R Core Team, 2016). Este andlisis se
realizo sin informacion previa sobre las poblaciones individuales. El nimero de grupos se
evaluaron mediante la funcion find.clusters, que corre sucesivos promedios del K con el
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aumento de numero de agrupaciones (K). Para seleccionar el nimero 6ptimo de las
agrupaciones, se aplico el criterio de informacion bayesiano (BIC) para evaluar el modelo
con mayor soporte (Jombart, 2008).

Se estimd el flujo de genes contemporaneo (en las tultimas generaciones) entre las
poblaciones de M. incilis muestreadas en diferentes puntos del Caribe de Colombia,
utilizando el método bayesiano implementado en BAYESASS v3 (Wilson & Rannala,
2003). Inicialmente ajustamos los valores de delta para las frecuencias alélicas, las tasas de
migracion y los coeficientes de endogamia para asegurar que las tasas de aceptacion de los
cambios en estos parametros estuvieran entre 40 y 60 % (Wilson & Rannala, 2003).
Realizamos 10 ejecuciones repetidas con 1 x 107 iteraciones MCMC y una fase de burn-in
de 10° iteraciones. Cada ejecucion inicié con una semilla de generador de numeros
aleatorios diferente para verificar la convergencia segun la concordancia entre las
ejecuciones en las estimaciones de los parametros medios posteriores. La convergencia del
modelo se evalué mediante la comparacion de las densidades de probabilidad posterior de
los coeficientes de endogamia y las frecuencias de los alelos en 10 series repetidas (Faubet,
Waples, & Gaggiotti, 2007). La medida de la de varianza bayesiana se utilizd para
determinar la estimacion que mostraba el mejor ajuste del modelo (Spiegelhalter, Best,
Carlin, & van der Linde, 2002) de cada una de las réplicas de cadenas de MCMC utilizando
las recomendacion y script de R de Meirmans (2014). Para esta ejecucion de mejor ajuste se
volvid a ejecutar el andlisis utilizando la semilla de la ejecucion que mejor se ajusta, pero
aumentamos la duracion de la ejecucion a 5 x 107 iteraciones. Los resultados presentados
corresponden a la ejecucion final.

Resultados

Diversidad genética: Un total de 94 alelos con promedio de 11.6 alelos por locus en los
sietes loci microsatélites examinados, los cuales presentaron polimorfismo en cada locus.
El promedio de alelos por locus en cada localidad no tuvo mucha variacion (Cuadro 2). Los
alelos mas frecuentes en el locus Mcs-15 AM fueron el alelo 266 para las localidades
Santuario de Fauna y Flora Los Flamencos (SFFF), Santuario de Fauna y Flora Ciénaga
Grande de Santa Marta (CGSM), Ciénaga La Virgen (CVIR) y Santuario de Fauna y Flora
El Corchal (SFFC) y el alelo 214 en el locus Muce-80 para las localidades de SFFF,
CGSM, SFFC y Ciénaga La Caimanera (CCAI). Se encontraron 23 alelos privados, seis de
ellos pertenecen a SFFC, los demas alelos estan distribuidos en cada una de las localidades,
siendo la CGSM el sitio con menor nimero de alelos privados (un alelo).

Todas las localidades mostraron desviacion en el equilibrio de Hardy-Weinberg, con una
probabilidad significativa en cada localidad (P < 0.001) (Cuadro 2). Todos los loci
microsatélites mostraron evidencia de alelos nulos y alelos “stutter” pero no de perdida
alélica; lo que sugiere que puede existir un exceso de genotipos homocigotos. Los valores
promedio de H, mostraron una baja variabilidad genética en todas las localidades, con datos
que oscilaron entre 0.108 para la localidad de CCAI y 0.402 en SFFF. Con respecto a la
heterocigosidad esperada, los valores oscilaron entre 0.772 en CVIR y 0.868 en Bahia de
Cispata (BCIS). La localidad mas critica en términos de variabilidad genética fue CCAI
debido a los valores de Ho (0.108) y Fis (0.873).



Se determinaron ocho asociaciones no aleatorias (desequilibrio de ligamiento) en las 123
comparaciones realizadas que involucraron pares diferentes de loci para cada caso, por lo
que se asumi6 la independencia de los datos para la realizacion de cada uno de los andlisis.
La prueba de rangos de Wilcoxon mostr6 dos tallos para excesos (P < 0.05) o deficiencia de
individuos heterocigotos (P < 0.001), siendo significativo en cuatro de las localidades
estudiadas bajo el modelo de mutacion IAM y demostrando que han pasado por un reciente
cuello de botella debido a una disminucion en el tamafio de la poblacion. Bajo el modelo
TPM solamente BCIS ha pasado por cuello de botella y segiin el modelo SMM en tres
localidades se evidencio cuello de botella en un pasado reciente.

CUADRO 2

Resumen estadistico de la variabilidad genética de Mugil incilis en seis localidades a lo
largo del Caribe colombiano

TABLE 2

Statistical summary of the genetic variability of Mugil incilis in six locations throughout the
Colombian Caribbean

Locus Mcsl5A  Mce2 Mce7 Mcell Mce3 Muce55 Muce80 Promedio

M

SFFF
N 50 50 50 50 50 50 49 50
Na 14 21 12 5 13 7 11 12
RA 22.67 22,1 21.19 552 18.24 10.33 19.22 17.04
Ho 0.58 0.22 0.52 0.00 0.54 0.3 0.653 0.402
He 0.907 0942 0.897 0.663 0.814 0.685 0.854 0.823
H-WE 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Fis 0.362 0.768  0.422 1 0.3385  0.564 0.236 0.528
CGSM
N 40 40 40 40 40 40 40 40
Na 14 17 13 5 1 9 11 12
RA 20.41 20.77 1645 5.54 16.21 8.25 19.87 15.36
Ho 0.5 0.3 0.55 0.00 0.325 0.125 0.55 0.33
He 0.901 0921 0.814 0546 0.863 0.625 0.858 0.790
H-WE 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Fis 0.448 0.676 0.327 1 0.626 0.801 0.361 0.606
CVIR
N 39 39 39 39 39 39 39 39
Na 14 20 11 5 10 6 17 12
RA 19.59 2097 15.05 5.14 14.79 8.63 22.5 15.24
Ho 0.538 0.231 0333  0.00 0.41 0.103 0.692 0.330
He 0.891 0.927 0.802 0393 0.737 0.743 0.909 0.772
H-WE 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Fis 0.398 0.753  0.58 1 0.446 0.863 0.240 0.613
SFFC
N 40 40 40 40 40 40 40 40
Na 13 18 13 5 11 6 12 11



RA 17.61 19.68 1841 544 17.59 8.84 17.81 15.05

Ho 0.55 0.15 0.45  0.025 0.5 0.1 0.6 0.339
He 0.859 0910 0.863 0.438  0.828 0.753 0.859 0.787
H-WE 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Fis 0.3628 0.836 0.481 0943 0.399 0.868 0.303 0.600
CCAI

N 40 37 40 39 40 37 26 40
Na 13 13 10 9 6 7 14 10
RA 13.96 155 1295 993 6.76 8.06 15.02 11.74
Ho 0.125 0.108 0.125 0.128  0.025 0.054 0.192 0.108
He 0.851 0.843 0.847 0.808 0.677 0.75 0.931 0.815
H-WE 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Fis 0.8547 0.8732 0.854 0.843  0.963 0.928 0.796 0.873
BCIS

N 40 40 40 40 40 40 39 40
Na 14 20 14 11 10 9 14 13
RA 20.31 199 19.06 12.03 14.42 10.77 20.12 16.66
Ho 0.375 025 0425 0.125 0.35 0.1 0.462 0.298
He 0.914 0933 0.87 0816 0.819 0.822 0.902 0.868
H-WE 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Fis 0.592 0.734 0.514 0.848  0.575 0.879 0.491 0.593

Numero de muestras amplificadas (N); nimero de alelos (Na); Riqueza Alelica (RA);
heterocigosidad esperada (He); heterocigosidad observada (Ho); desviacion del equilibrio
Hardy-Weinberg (H-WE) y coeficiente de endogamia (Fis). El nivel de significancia fue de
P <0.001.

Number of amplified samples (N); number of alleles (Na); allelic richness (AR); expected
heterozygosity (He); observed heterozygosity (Ho) deviation from the Hardy-Weinberg
equilibrium (H-WE) and inbreeding coefficient (Fis). The level of significance was P <
0.001.

Divergencia genética: Los resultados de la AMOVA mostraron diferenciacion genética
entre todas las localidades (Fstes, 245y = 0.106, P = 0.001), siendo el mayor nivel de
diferenciacion genética cuando las localidades del Golfo de Morrosquillo (CCAI y BCIS)
se contrastaron con las demas (SFFF, CGSM, CVIR y SFFC; Cuadro 3). El anélisis de
comparacion multiple permitid observar que los valores de Fsr entre las seis localidades
variaron de 0.061 entre CGSM y SFFC hasta 0.140 entre CVIR y CCAI (Cuadro 4),
presentando una moderada diferenciacion genética de acuerdo con la escala propuesta por
Wright (Hartl & Clark, 1997).

El andlisis de la prueba de Mantel no mostré evidencia significativa de una relacion directa
entre la distancia genética (Fst pareadas) y la distancia geografica (Km) entre las seis
localidades muestreadas (Z = 932.4847, r=0.0101, P = 0.2920).

CUADRO 3
Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para evaluar tres tipos de agrupamientos

poblacionales en Mugil incilis del Caribe colombiano
TABLE 3



Analysis of molecular variance (AMOVA) to evaluate three types of population groupings
in Mugil incilis of the colombian Caribbean

Agrupamiento
1. Todas las localidades 2. Noreste del rio 3. Golfo de Morrosquillo vs.
Variacion Magdalena vs. Noreste del golfo
Suroeste

Entre grupos (Fcr) N/A 0.004 0.018

P=0.3 P=0.06
Entre poblaciones dentro N/A 0.104 0.097
de grupos (Fsc) P=0.001 P=0.001
Dentro de poblaciones 0.106 0.004 0.018
(Fst) P=0.001 P=0.001 P=0.001

Ver seccion métodos los agrupamientos. See methods for grouping.

CUADRO 4
Estimaciones pareadas de Fst (Weir & Cockerham, 1984) (debajo de la diagonal) y valores
de P del andlisis de comparacién multiple entre las localidades basado en el test
diferenciacion genotipica de Raymond y Rousett (1995)

TABLE 4
Paired estimates of Fst (Weir & Cockerham, 1984) (below the diagonal) and p values of the
multiple comparison analysis among the localities based on the genotypic differentiation
test of Raymond and Rousett (1995)

Localidades SFFF CGSM CVIR SFFC CCAI BCIS
SFFF 0 0.049 0.078 0.001 0.000 0.002
CGSM 0.084* 0 0.034 0.076 0.001 0.029
CVIR 0.129* 0.159* 0 0.006 0.000 0.008
SFFC 0.094* 0.061* 0.126* 0 0.000 0.000
CCAI 0.108* 0.115* 0.140* 0.123* 0 0.014
BCIS 0.082* 0.097* 0.107* 0.115* 0.063* 0

(*) indica comparaciones significantes (P < 0.05).
(*) indicates significant comparisons (P < 0.05).

El dendrograma construido a partir de la matriz de distancia genética (8pu?) permitio
distinguir dos subpoblaciones para M. inclis en el Caribe de Colombia. Una gran poblacion
conformada por la relacion genética entre las localidades del SFFF, CGSM, CVIR y SFFC;
una segunda por BCIS y CCAI (Fig. 2A). Esta agrupacion fue similar a lo observado en el
procedimiento realizado con STRUCTURE (Evanno et al., 2005), ya que se identificaron
dos grupos poblacionales (K = 2, Fig. 2B). El primero estad conformado por los individuos
de las localidades de SFFF, CGSM, CVIR y SFFC (rojo) y un segundo por CCAI y BCIS
(verde), siendo esta ultima localidad con la mayor mezcla de genotipos del primer grupo
(Fig. 20).
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Fig. 2. Subestruturacion poblacional para muestras de Mugil incilis recolectadas en el
Caribe de Colombia. (A) dendrograma construido con el método vecino mas cercano a
partir de la distancia genética (du?) de Goldstein et al. (1995). Valores en nodos
corresponden a valores de apoyo Bootstrap. (B) Numero de poblaciones mas probable
sugerido por Evanno et al. (2005). (C) grafico de barras utilizando la Q-matrix que describe
la estructura genética de la poblacion segun la evaluacion en STRUCTURE.

Fig. 2. Population sub-structure for samples of Mugil incilis collected in the Caribbean of
Colombia. (A) dendrogram constructed with the Neighbor-Joining method from the genetic
distance (8p?) Goldstein et al. (1995). Values in nodes correspond to support values
Bootstrap. (B) Number of populations most likely suggested by Evanno et al. (2005). (C)
bar graph using the Q-matrix that describes the genetic structure of the population
according to STRUCTURE.

El andlisis de DAPC fue inicialmente realizado sin algin grupo asignado a priori. Para
obtener el nimero 6ptimo de cluster con la funcion find.cluster, 75 ejes representaron el 80
% del total de varianza retenida. El programa cubri6é un ambito de posibles grupos de 1-25.
El valor bajo de BIC (96.6117) correspondi6 a K = 6. Para el analisis de DAPC, 75 ejes de
PCA y cinco funciones discriminantes fueron retenidos por contener el 95 % de la varianza.
Se formaron tres agrupaciones, una gran agrupacion conformada por los sitios SFFF,
CGSM, CVIR y SFFC, mientras que CCAI y BCIS se diferenciaron como dos poblaciones
independientes (Fig. 3).
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Fig. 3. Scatterplot de Andlisis de componentes principales obtenido a través de
ADEGENET que muestra los tres grupos de Mugil incilis en el Caribe Colombiano. Las
barras representan la proporcion de diversidad genética descrita por el andlisis de
componente principal.

Fig. 3. Scatterplot of a Discriminant Analysis of Principal Component (DAPC) obtained
with ADEGENET showing genetic distinctions among three subset Mugil incilis of the
colombian Caribbean. The barplots in the inserts show the proportion of genetic diversity
described by each principal component.

Flujo genético: Las estimaciones bayesianas de flujo genético contemporaneo entre las seis
poblaciones (expresado como proporciones de la poblacion que migra a otras regiones en
las ultimas generaciones) indicd que hay una fraccion de individuos de la localidad BSCI
que son migrantes de la poblacion CCAI (0.136) (Cuadro 5). Para el caso de las localidades
del norte se observd que las tasas de flujo de genes fueron muy bajas (< 0.01).

CUADRO 5

Tasas recientes de migracion bidireccional (Nem) entre los grupos geograficos de Mugil
incilis utilizando informacion de loci de microsatélites

TABLE 5

Recent rates of bidirectional migration (Nem) between the geographical groups of Mugil
incilis using information from microsatellite loci

SFFF  CGSM CVIR SFFC CCAI  BCIS
SFFF 0.960  0.007 0.010  0.006  0.006  0.011
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CGSM  0.009  0.948 0.014  0.008 0.008 0.013
CVIR 0.009 0.013 0943 0.019 0.008  0.008
SFFC 0.015 0.013 0.008 0949 0.007  0.008
CCAI 0.008 0.015 0.008 0.008 0945 0.017
BCIS 0.018  0.008 0.008  0.008 0.136  0.822

Poblaciones de individuos que migran (filas) y poblacion de origen de los migrantes
(columnas). Los valores a lo largo de la diagonal son las proporciones de individuos
derivados de las poblaciones originales en cada generacion. Las tasas de migracion > 0.10
estan en cursiva. Las desviaciones estdndar para todas las distribuciones fueron < 0.05.
Populations of individuals that migrates (rows) and population origin of migrants
(columns). The values along the diagonal are the proportions of individuals derived from
the original populations in each generation. Migration rates > 0.10 are in italics. The
standard deviations for all distributions were < 0.05.

Discusion

Se presenta el primer estudio genético de Mugil incilis en el Caribe colombiano, empleando
partidores no especificos para la especie. La amplificacion cruzada usando partidores
disefiados para M. cephalus permitio tener informacion relevante sobre la variabilidad y
estructura genética de esta especie. Todos los loci fueron polimorficos y los resultados
obtenidos son comparables con estudios realizados para otras especies de mugilidos
(Miggiano et al., 2005; Pacheco-Almanzar et al., 2017; Shen et al., 2010; Whitfield, Panfili,
& Durand, 2012; Xu et al., 2010). La riqueza alélica observada en M. incilis difiri6 de la
documentada para poblaciones de M. cephalus y M. liza (Mai et al., 2014; Miggiano et al.,
2005; Whitfield et al., 2012). Por ejemplo, algunos microsatélites presentaron menos alelos
(Mcs15AM, Mce3 y Mce7) que otros (Mce2 y Mcell), en comparaciéon con las
poblaciones de M. cephalus (Miggiano et al., 2005; Shen et al., 2010). Sin embargo los
bajos valores de alelos se han reportado en especies hermanas como Mugil liza (Mai et al.,
2014) y Mugil curema (Pacheco-Almanzar et al., 2017) que han utilizado los microsatélites
disefiados para M. cephalus.

Con respecto a los valores promedios de heterocigosidad observada y esperada para M.
incilis, se obtuvieron valores menores a los documentados para poblaciones de M. cephalus
(Ho = 0.2593-0.8966, He = 0.3047-0.8454) (Miggiano et al., 2005; Shen et al., 2010; Xu et
al., 2010). Por lo anterior, fue evidente un déficit de heterocigotos asociado a la alta
endogamia poblacional (Fis > 0.5) debido probablemente a la reduccion dréastica de los
tamafios efectivos poblacionales ocasionada por la sobrepesca y la contaminacion
ambiental. Los andlisis de cuello de botella indicaron que todas las localidades
experimentaron este fendémeno en el pasado reciente y coincide con la disminucion de tallas
y de las capturas desembarcadas que experimentan los peces de M. incilis en la mayoria de
las lagunas costeras del Caribe de Colombia (Blanco-Racedo, 1983; Sanchez Ramirez et
al., 1998; Narvaez-Barandica et al., 2008; INVEMAR, 2014; Martinez et al., 2014). Asi
mismo, la desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg en todos los loci puede también
explicar el déficit de heterocigotos por la accion de algln tipo de seleccion y de la deriva
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genética (Hartl & Clark, 1997). Por otro lado, se detectd la presencia de alelos nulos en
todos los loci y esto pudo afectar las estimaciones de diversidad genética debido a los
comunes errores de amplificacion/genotipificacion de los loci microsatélites y no por
alguna senal de diferenciacion genética poblacional (Hoffman & Amos, 2005; Landinez-
Garcia, Ospina-Guerrero, Rodriguez-Castro, Arango-Isaza, & Marquez-Fernandez, 2009;
Orozco-Berdugo & Narvaez-Barandica, 2014; Meirmans, 2015). A pesar de lo anterior,
siempre sera dificil probar las reales causas que afectan la diversidad genética de las
poblaciones; sin embargo, este estudio genera una primera aproximacion del estado
genético de las poblaciones muestreadas de M. incilis en el Caribe de Colombia.

Para M. incilis se determind una diferenciacién genética poblacional entre todas las
localidades estudiadas. La mayor diferenciacion genética la presentaron BCIS y CCAI con
el resto de las localidades. Es asi que esta diferenciacion genética coincidio en el analisis de
dendrograma y en el bayesiano de STRUCTURE, donde los peces muestreados en SFFF,
CGSM, CVIR y SFFC conforman la subpoblaciéon 1; mientras que los de CCAI y BCIS
conforman la subpoblacion 2. Con respecto a esta tltima subpoblacion, las dos localidades
que la conforman presentan la mayor relacion genética revelado a partir del analisis de las
tasas de migracion (Cuadro 5). Sin embargo, fue evidente que algunos genotipos de las
localidades de la subpoblacion 1 se mezclaran con los de la subpoblacion 2, principalmente
en la localidad BCIS (Fig. 2A, Fig. 2C). A diferencia de lo anterior, el analisis de DAPC
determind que los peces muestreados en SFFF, CGSM, CVIR y SFFC también conforman
la subpoblacion 1; pero esta vez aparece BCIS conformando una subpoblacion 2 y CCAI
una subpoblacién 3. La principal explicacion se debe a que los peces recolectados en BCIS
tienen similar proporcion de genotipos de la subpoblacion 1y 3 (Fig. 2C). Por este motivo,
y con principio conservacionista se decide por optar la sub-estructuracién genética de tres
subpoblaciones para M. incilis en el Caribe de Colombia. De igual manera es importante
resaltar que las actividades pesqueras y las condiciones ambientales son diferentes en estas
lagunas (INVEMAR, 2014). Por otro lado, el andlisis de autocorrelacion espacial no
evidencid la existencia del modelo poblacional de aislamiento por distancia en la poblacion
de M. incilis asociada al Caribe de Colombia.

Con respecto a otros estudios, la subestructuracion genética de M. incilis propuesta aqui es
similar a lo registrado en América para otras especies del mismo género (Mai et al., 2014;
Miggiano et al., 2005; Siccha-Ramirez, Menezes, Nirchio, Foresti, & Oliveira, 2014;
Whitfield et al., 2012). Es asi como Mai et al. (2014) documentaron para M. liza la
existencia de dos poblaciones diferenciadas genéticamente a lo largo de las costas de Brasil
y Argentina, los cuales son separados por la dindmica oceanografica y ambiental de las
corrientes de Brasil y Malvinas que confluyen en el area. Otro ejemplo lo presentaron
Pacheco-Almanzar et al. (2017), que describieron tres poblaciones entre el Golfo de
México y una localidad ubicada en el Noroeste del Atlantico, las cuales son definidas por la
variacion espacial de las condiciones oceanograficas del Golfo, diferentes tiempos de
desoves y diferencias en las condiciones ecoldgicas y geomorfoldgicas de las lagunas.

Lo que concierne a M. incilis en el Caribe de Colombia, en las localidades estudiadas en
esta primera aproximacion genética el patron de diferenciacion genética observado
probablemente esta influido por el comportamiento de las corrientes que predominan
durante la época de migracion reproductiva desde las lagunas hacia el mar (septiembre-
diciembre) (Bustos-Montes et al., 2012; Marmol, Viloria, & Blanco, 2010). Estas corrientes
ocasionan un punto de divergencia entre ambas poblaciones puesto que una porcion de la
corriente Panamé-Colombia, denominada contracorriente del Darién, viaja adyacente a la
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costa en direccion noreste y puede estar limitando el flujo genético desde la subpoblacion 1
(noreste) hacia la 2 (interior del Golfo de Morrosquillo) (Centurioni & Niiler, 2003; Sheng
& Tang, 2003; Gyory, Mariano, & Ryan, 2008; Miloslavich et al., 2010). Sin embargo,
durante los maximos valores de los vientos Alisios del NE (enero-marzo), la
contracorriente del Darién se debilita en las capas de aguas superficiales y permite una
mayor influencia de la corriente Caribe para arrastrar larvas de la subpoblacién 1 hacia el
sur del Caribe de Colombia (Centurioni & Niiler, 2003; Gyory et al., 2008). Esto podria
explicar por qué los peces de SFFF, CGSM, CVIR y SFFC no se diferencian genéticamente
en el andlisis bayesiano; y por qué una considerable proporcion de genotipos de la
subpoblacion 1 estan presentes en BCIS y en una minima fraccion en CCAI (Fig. 2C). Por
otro lado, la diferenciacion genética de los peces de CCAI con el resto de localidades se
debe a que las condiciones locales de vientos, olas y corrientes dentro del Golfo de
Morrosquillo (Ricaurte Villota, Rangel Buitrago, Galeano, & Coca Dominguez, 2012)
probablemente influye en el autoreclutamiento biologico local y también limite la
dispersion de las larvas hacia la subpoblacion 1.

En conclusion, esta investigacion representa el primer estudio genético poblacional de M.
incilis en el Caribe colombiano. Los resultados de este estudio mostraron indicadores de
variabilidad genética bajos en comparacion con las especies del mismo género y
especialmente en las localidades de los tres santuarios de conservacion para M. incilis. Esta
condicion demuestra que las 4reas no son suficientes para la conservacion de M. incilis,
puesto que no abarcan todo el espacio geografico que necesita la especie para cumplir su
ciclo de vida (Blanco-Racedo, 1983; Sanchez Ramirez et al., 1998). Se sabe que M. incilis
es un recurso muy vulnerable a la actividad pesquera, principalmente cuando los peces
salen desde las 4reas de alimentacion y desarrollo hacia el mar para realizar sus
migraciones reproductivas (Narvaez-Barandica et al., 2008).

La estructura genética de M. incilis presentd tres subpoblaciones en el Caribe de Colombia.
La primera tiene mayor ocupacion en un ambito geografico que va desde el departamento
de La Guajira (SFFF) hasta el de Sucre (SFFC). Las otras dos estdn ubicadas en las lagunas
costeras dentro del Golfo de Morrosquillo; una segunda subpoblacién en BCIS y una
tercera en CCAI. Esto se pudo explicar por el comportamiento migratorio del pez y la
dindmica oceanografica de la corriente Caribe, de la contracorriente del Darién y a las
condiciones oceanograficas del interior del Golfo de Morrosquillo. Se recomienda en
futuros estudios generar iniciadores especificos para la especie que permitan comprobar los
resultados obtenidos en este y de igual manera ampliar el nimero de sitios de muestreo.

La variabilidad genética baja y la subdivisién poblacional de M. incilis debe motivar a las
autoridades ambientales y a las comunidades de pescadores adelantar procesos para su
conservacion y manejo pesquero en todo el Caribe de Colombia. Se deben hacer esfuerzos
interinstitucionales para evitar la pérdida de la variabilidad genética que experimenta la
especie debido a la sobreexplotacion pesquera y a la mala calidad ambiental de las aguas
donde habita. Para iniciar con estos procesos se proponen las siguientes recomendaciones:
i). Establecer una veda temporal que coincida con el periodo de migracion reproductiva de
la especie. ii). Acoger tres unidades de manejo (UM) con el objetivo de establecer las
estrategias de manejo y conservacion para M. incilis de acuerdo a la historia de vida y a la
forma como se aprovecha con la pesca en cada unidad (Cabral, Mamauag, & Alifio, 2015;
Moritz, 1994; Roberts et al., 2003). La primera UM estd ubicada en el area que cubre la
subpoblacion 1 (SFFF, CGSM, CVIR y SFFC); la segunda estd en BCIS y la tercera esta en
CCALI, donde se deben desarrollar estudios biologicos-pesqueros que permitan establecer
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puntos de referencias para futuros programas de manejo. iii). Finalmente, generar espacios
de concertacion entre las comunidades de pescadores, las instituciones administradoras de
los recursos pesqueros y naturales para acordar medidas de manejo pesquero mas acertadas
para el aprovechamiento sostenible de M. incilis.
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