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Filogeografia del pez loro Sparisoma viride (Bonnaterre, 1788) (Perciformes:

Scaridae) en el Gran Caribe

Resumen

El Gran Caribe (GC) ha sido dividido en tres provincias biogeogréaficas (norte, centro y sur)
delimitadas por las diferencias en salinidad, transparencia y cantidad de nutrientes. Se ha
planteado que estas diferencias ambientales juegan un papel importante en la configuracion de
la distribucion y evolucidn de los peces arrecifales dentro de esta region costera, ya que pueden
fungir como barreras al flujo de genes. Se realizaron analisis filogeograficos, de genética de
poblaciones y métodos coalescentes para examinar la historia evolutiva del pez loro Sparisoma
viride y el papel de las posibles barreras ambientales en la estructura genética y conectividad de
sus poblaciones en el Gran Caribe. Se utilizaron dos marcadores de ADN mitocondrial (d-loop
y coxl) y uno nuclear (RHO). Los valores de la D" de Tajima y F'de Fu fueron negativos y
significativos, lo que se asocia con eventos de cuellos de botella seguidos de una expansién
poblacional. Este incremento demogréafico fue fechado por el analisis BSP durante un periodo
interglaciar del pleistoceno. Sparisoma viride presento alta diversidad haplotipica (Hd) y baja
diversidad nucleotidica (w) en el d-loop, mientras que coxl y RHO exhibieron valores bajos de
diversidad genética. Las redes construidas con los tres marcadores no mostraron evidencia de
estructura genética en la poblacién, ya que se encontraron haplotipos compartidos entre las
regiones y las poblaciones. EI AMOVA encontré el mayor porcentaje de la variacion dentro de
las poblaciones y no entre las provincias del GC, indicando una poblacion panmictica de la
especie a lo largo del Gran Caribe. Las FST pareadas revelaron diferencias genéticas sutiles a
escala local entre algunas de las poblaciones de la costa mexicana y sudamericana respecto a

Belice, lo que podria ser impulsado por la retencién larval ocasionada por el giro de Belice. La



alta conectividad genetica y falta de divergencia entre las poblaciones indica que las condiciones
ambientales contrastantes de las provincias del GC no son una barrera al flujo de genes para S.
viride. Los patrones filogeograficos y demograficos de S. viride podrian estar asociada con las
caracteristicas bioldgicas de la especie, eventos demograficos historicos y condiciones fisicas

del GC, promoviendo la homogeneidad genética de la especie en la region.

Palabras clave: Gran Caribe, provincias biogeogréficas, barreras ambientales, conectividad

genética, poblacion panmictica.



Abstract

The Greater Caribbean (GC) has been divided into three biogeographic provinces (north, center
and south) bounded by differences in salinity, transparency and quantity of nutrients. It has been
suggested that these environmental differences play an important role in shaping the distribution
and evolution of reef fish within this coastal region, as they can act as barriers to gene flow.
Phylogeographic analyzes, population genetics and coalescent methods were performed to
examine the evolutionary history of stoplight parrotfish Sparisoma viride and the role of
possible environmental barriers in the genetic structure and connectivity of their populations in
the Greater Caribbean. Two mitochondrial (d-loop and coxl) and one nuclear (RHO) markers
were used. The values of Tajima and Fu F tests were negative and significant, which is
associated with events of bottlenecks followed by a population expansion. This demographic
increase was dated by the BSP analysis during an interglacial period of the Pleistocene. The
stoplight parrotfish presented high haplotypic diversity (Hd) and low nucleotide diversity () in
the d-loop, while coxl and RHO exhibited low values of genetic diversity. The networks
constructed with the three markers did not show evidence of genetic structure in the population,
since haplotypes shared between regions and populations were found. The AMOVA found the
highest percentage of the variation within the populations and not between the provinces of the
GC, indicating a panmictic population of the species throughout the Greater Caribbean. The
paired FSTs revealed subtle genetic differences at local scale between some of the populations
of the Mexican and South American coasts with respect to Belize, which could be driven by the
larval retention caused by the Belize turn. The high genetic connectivity and absence of
divergence between the populations indicates that the contrasting environmental conditions of
the GC provinces are not a barrier to gene flow for S. viride. The phylogeographic and

demographic patterns of stoplight parrotfish could be associated with the biological



characteristics of the species, historical demographic events and physical conditions of the GC,

promoting the genetic homogeneity of the species in the region.

Key words: Greater Caribbean, biogeographical provinces, environmental barriers, genetic

connectivity, panmictic population.



Introduccion

Los patrones de estructura y conectividad genética entre poblaciones de peces arrecifales y otros
organismos marinos, han demostrado ser complejos. En algunos casos, se reportan poblaciones
genéticamente homogeéneas de peces arrecifales que habitan grandes rangos geograficos, a pesar
de la discontinuidad de habitat propicio que existe a lo largo de su distribucion (Craig et al.
2006; Horne y Van Herwerden 2013; Souza et al. 2015). Mientras que otros estudios han
demostrado que incluso en el medio marino, en donde aparentemente no existen barreras que
impidan la conectividad de las poblaciones, el flujo de genes puede estar suficientemente
restringido resultando en subestructuracién de la poblacion (Planes et al. 1998, Bay et al. 2004;
Taylor y Hellberg 2003; Eytany Hellberg 2010).

Se ha documentado que la estructura genética a gran escala en organismos marinos coincide con
barreras biogeogréaficas, como las brechas arenosas y la gran extension de océano abierto que
puede llegar a separar los habitats de arrecife (Muss et al. 2001; Rocha et al 2002; Floeter et al.
2008; Pifieros y Gutierrez-Rodriguez 2017). En el Gran Caribe las barreras son menos evidentes,
pero las discontinuidades genéticas de varios organismos arrecifales se han asociado con
corrientes oceanograficas (Baums et al. 2006, Andras et al. 2013, Jackson et al. 2014) y/o con
condiciones ambientales diferenciales entre sus habitats (Rocha et al. 2002, 2005).

Robertson y Cramer (2014) proponen tres subdivisiones biogeogréaficas dentro del Caribe
basados en la fauna de peces costeros, las cuales ademas se caracterizan por presentar diferentes
condiciones ambientales, tales como temperatura, disponibilidad de nutrientes y transparencia
del agua. Esta regionalizacion corresponden a la provincia Norte, abarcando la totalidad del
Golfo de México y la costa sureste de los EE.UU. hasta la latitud 35°N; la provincia Centro,
formada por la costa centroamericana desde México hasta Panama, asi como por todas las islas

y atolones del Caribe occidental incluyendo las Bermudas, las Bahamas y las Antillas; y la



provincia Sur que comprende toda la costa continental del norte de América del Sur desde
Colombia hasta la latitud 7°N en Guyana (Fig. 1). Esta subdivision provincial coincide con las
discontinuidades genéticas encontradas previamente en organismos arrecifales como
Epinephelus striatus (Jackson et al. 2014), Stegastes partitus (Villegas Sanchez et al. 2014) y
Halichoeres bivittatus (Rocha et al. 2005) las cuales han sido principalmente asociadas a
corrientes oceanograficas. Sin embargo, la estructura genética de otras especies de peces
arrecifales como Abudefduf saxatilis, Acanthemblemaria aspera y Acanthemblemaria spinosa
no coinciden con los limites de dichas provincias (Eytan y Hellberg 2010, Pifieros y Gutiérrez-
Rodriguez 2017). En otros casos la divergencia genética entre las poblaciones de peces
arrecifales puede ser promovida por la especializacion ecoldgica, la cual puede ocurrir incluso
en presencia de flujo genético y por lo tanto no requiere la presencia de una barrera fisica (Pelc
et al. 2009; Limborg et al. 2012).

Por lo anterior, la estructura genetica de los organismos marinos puede ser el resultado de
complejas interacciones actuales e historicas entre factores tales como la conectividad del
hébitat, la ecologia, la demografia de los adultos, el comportamiento de las larvas y el potencial
de dispersion (Bay et al. 2004).

El pez loro Sparisoma viride es un herbivoro distintivo y conspicuo de los arrecifes coralinos
del Gran Caribe (Bernardi et al. 2000), en donde desempefia un papel clave en la trofodinamica
del ecosistema (Mumby 2006). Esta especie se caracteriza por ser hermafrodita protégina con
dos fases diferenciales de coloracion en los adultos (Reinboth 1968). Presenta huevo y larva
peléagicos, aungue se desconoce la duracion de estas fases (Robertson et al. 2015). Los adultos
de S. viride raramente se alejan de los arrecifes de coral, aunque los juveniles pueden encontrarse
cerca de los pastos marinos (Bohlke y Chaplin 1993, Geertjes et al. 2004, Robertson et al. 2015).

La especie muestra un amplio repertorio de estrategias reproductivas y los sistemas



reproductivos difieren entre sitios (Paddack et al. 2009). Un estudio previo utilizando
aloenzimas y RAPDs detectd alto flujo genético y reducida sub-estructuracion genética entre
las poblaciones de S. viride de cinco islas del centro y sur del Caribe (Geertjes et al. 2004). Sin
embargo, ningun estudio ha analizado la variacién y conectividad genética a una escala
geografica mas amplia en S. viride. En el presente estudio se utilizaron marcadores moleculares
de ADNmt y ADNn para reconstruir la historia filogeografica del pez loro S. viride a lo largo
de su rango de distribucion abordando las siguientes preguntas: 1) ¢existe evidencia de
estructuracion genética a lo largo de la distribucion de la especie o se comporta como una
poblacion panmictica?, y 2) ¢es el patron encontrado congruente con los limites de las provincias
biogeogréficas o podria ser resultado de eventos demograficos historicos, caracteristicas

intrinsecas de la especie o de multiples factores?

Materiales y métodos
Toma de muestras

Se capturaron organismos a través de todo el rango de distribucion de la especie (Fig. 1, Cuadro
1) utilizando un arpon de liga tipo “hawaiana” y el equipo de buceo SCUBA (nimero de permiso
de colecta CONAPESCA-PPF/DGOPA-262/17). A cada individuo se le tomo una muestra de
tejido de la aleta pectoral izquierda, la cual fue conservada en etanol absoluto para la extraccion
de ADN. Los ejemplares y el tejido fueron depositados en la coleccién de peces de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, México (nimero de registro SEMARNAT
MICH-PEC-227-07-09). Las muestras complementarias del resto de la distribucion de la
especie, fueron donadas por el Museo Nacional Smithsoniano de Historia Natural y la

Universidad de Puerto Rico (Ver cuadro 1).



Métodos de laboratorio

Se aislé el ADN gendmico total utilizando el método estandar de fenol-cloroformo (Sambrook
et al.1989). Posteriormente se amplificd un fragmento de los marcadores mitocondriales regién
control (d-loop) para 243 individuos y citocromo oxidasa subunidad I (coxl) para 71 individuos.
El gen nuclear que codifica la proteina Rhodopsina (RHO), fue amplificado para un subconjunto
de 43 individuos con el fin de representar la variacion mostrada por los datos mitocondriales
dentro de las provincias biogeograficas. Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se
[levaron a cabo en un volumen final de 12,5 ul (informacion sobre los primers y las condiciones
de PCR en el material complementario, Cuadro S1). Los productos de PCR se purificaron
usando ExoSAP-IT (USB Corp.) y se enviaron a Macrogen Inc. (Seoul, Corea del Sur) para la
secuenciacion. Las secuencias de nucleotidos fueron corregidas y alineadas visualmente en
MEGA 7.0.20 (Tamura et al. 2013), y examinadas con el cromatograma. Los genes utilizados
fueron codificados en aminoacidos para verificar el correcto alineamiento y la ausencia de
codones de parada. Para resolver la fase de genotipos heterocigotos en el gen nuclear RHO se
utilizé el algoritmo proporcionado por PHASE v.2.0 (Stephens y Donelly 2003), el cual se
incluye dentro del software DNAsp v.5.10 (Librado y Rozas 2009). Las secuencias obtenidas
fueron depositadas en GenBank, con los numeros de acceso XXxX-XxxX (material
complementario, Cuadro S2). Adicionalmente se incluyeron secuencias del BOLD Systems para
el marcador coxl de las localidades Brewers Bay y Soufriere (Cuadro 1), con los nimeros de

acceso LIDM110-07 y LIDMAB849-11 respectivamente.

Diversidad genética y redes de haplotipos

Se calcul6 la diversidad genética de los marcadores de ADNmt y ADNn para cada poblacién

dentro de cada una de las provincias biogeograficas y para la poblacion total. Se obtuvo el



numero de haplotipos (Hn), la diversidad haplotipica (Hd), la diversidad nucleotidica (r) y el
numero de sitios polimorficos (S) utilizando ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005). Se
analizo la correspondencia geografica con la estructura genética, para lo cual se construy6 una
red de haplotipos para cada marcador utilizando el programa HaploView v. 4.2 (Barrett et al.

2005).

Estructura genética

Para determinar la diferenciacion genética a distintos niveles jerarquicos, asi como el patron
geogréafico de subdivision poblacional, se realizé un andlisis de varianza molecular (AMOVA),
como componentes del indice de fijacion ®ct, st y Dsc. Se realizaron dos agrupamientos
separados por 1) provincias biogeogréaficas (Robertson y Cramer 2014) y 2) considerando a
todos los individuos como una poblacion panmictica. También se estimé la diferenciacion
genética de las poblaciones mediante el calculo de comparaciones por pares de Fst entre las
poblaciones de las provincias biogeograficas. Para los andlisis anteriores se consideraron 1,000
permutaciones para la estimacion de los valores de significancia utilizando ARLEQUIN 3.5.1.2
(Excoffier et al. 2005). Adicionalmente se calcularon las distancias genéticas no corregidas entre
cada una de las poblaciones del Gran Caribe en MEGA 7.0.20 (Tamura et al. 2013). Los analisis
anteriores solo fueron realizados con el d-loop de la region control, ya que fue el inico marcador

que mostro suficiente variacion.

Demografia historica

Se realizaron las pruebas de neutralidad D de Tajima (1993) y F de Fu 'y Li (1993) con el objetivo
de examinar si las muestras analizadas estan en equilibrio con respecto al ADN mitocondrial.
La dindmica poblacional a través del tiempo fue analizada por medio del modelo Bayesian

Skyline Plot (BSP) utilizando el programa BEAST v.1.47 (Bayesian Evolutionary Analysis by
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Sampling Trees) (Drummond et al. 2005; Drummond y Rambaut, 2007). Se utiliz6 una tasa de
mutacion para el d-loop de la regién control de 2 x 108 (limite inferior) a 5 x 10 (limite
superior) sustituciones por sitio por millon de afios (Bowen et al. 2006). Se establecio6 a priori
un modelo de reloj relajado no correlacionado y se ejecutaron 120 millones de generaciones. La

convergencia de los parametros fue visualizada con Tracer v.1.5 (Rambaut y Drummond 2007).

Resultados

Se obtuvieron muestras de 243 individuos de Sparisoma viride pertenecientes a 14 poblaciones
y 34 localidades a traves de todo su rango de distribucion en el Gran Caribe, abarcando las tres

provincias biogeograficas propuestas por Robertson y Cramer (2014) (Fig. 1, Cuadro 1).

Diversidad genética

Para los marcadores mitocondriales se obtuvieron 307 pares de bases para la region control (d-
loop), 559 pares de bases para el citocromo oxidasa subunidad | (coxl) y 822 pares de bases para
el marcador nuclear Rodopsina (RHO). Los tres marcadores exhibieron patrones contrastantes
de diversidad genética. El d-loop present6 48 sitios polimérficos y 73 haplotipos mostrando
diversidad haplotipica alta (0.876 + 0.016) y diversidad nucleotidica baja (0.0103 + 0.0003),
coxl presentd 8 sitios polimorficos y 8 haplotipos con una diversidad genética baja (Hd=0.214
1 0.065, © =0.0004 £ 0.0001), por su parte RHO presento 5 sitios polimérficos y 6 haplotipos
con una diversidad genética baja (Hd=0.177 £ 0.055, = =0.0002 = 0.00008).

Al analizar la diversidad genética por provincia para cada marcador, el d-loop presentd niveles
similares de diversidad genética para las tres subdivisiones del Gran Caribe, con valores altos
de diversidad haplotipica (Hd= 0.862-0.881) y valores bajos de diversidad nucleotidica (x =
0.0106-0.0116). Para coxl los niveles mas altos de diversidad haplotipica se encontraron en la

provincia Sur (Hd= 0.395), mientras que RHO presento la mayor diversidad haplotipica en la
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provincia Norte (Hd=0.308). Ambos marcadores obtuvieron valores bajos de diversidad
nucleotidica para las tres provincias (z <0.0008) (Cuadro 2).

Redes de haplotipos

Las redes de haplotipos construidas con los marcadores de ADNmt y ADNn no mostraron
estructura filogeogréfica (Fig. 2). La red de haplotipos del d-loop presenta una mezcla de
haplotipos entre organismos de las tres provincias biogeogréaficas, ademés, se observa la
presencia de cuatro haplotipos muy frecuentes en la poblacion unidos por pocos pasos
mutacionales a una gran cantidad de haplotipos de baja frecuencia o unicos. (Fig. 2a). Las redes
de haplotipos de coxl y RHO exhibieron una topologia general en forma de estrella, con un
haplotipo central muy comdn y ampliamente distribuido en la poblacion, conectado a varios

haplotipos representados por organismos de las tres provincias (Fig. 2b, 2c).

Estructura poblacional

El resultado del AMOVA para el d-loop cuando se evalud la regionalizacion propuesta por
Robertson y Cramer (2014) (tres grupos geneticos) mostro el mayor porcentaje de variacion
dentro de las poblaciones (98.09%) y no entre los grupos establecidos (1.62%) (Cuadro 3). Al
realizar el andlisis de la varianza molecular sin grupos a priori (poblacion panmictica) se obtuvo
nuevamente el mayor porcentaje de variacion dentro de las poblaciones (97.27%) y no entre las
poblaciones (2.73%) (Cuadro 3). La mayoria de las poblaciones de S. viride no presentaron
diferencias genéticas significativas entre las provincias biogeograficas al comprar las Fst por
pares, sin embargo la poblacion de Belice presentdé valores altos y significativos de
diferenciacion genética al compararla con las poblaciones del Golfo de México, el Caribe
Mexicano, Colombia y Venezuela (Cuadro 4). Las distancias genéticas medias no corregidas

calculadas para las poblaciones fueron similares entre si oscilando entre 0.7-1.5% (Cuadro 4).
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La distancia genética minima se encontré entre Florida y Belice (0.7%) y la méxima entre
Florida y Jamaica (Cuadro 4), sin embargo sélo se analizé una muestra de Florida. Por otra
parte, las distancias genéticas calculadas entre provincias variaron entre 1-1.1% (datos no

mostrados).

Pruebas de neutralidad y demografia historica

Los valores de las D de Tajima para el d-loop fueron negativos para las tres regiones, solo
presentaron valores significativos las provincia Norte y centro, asi como la poblacion total,
mientras que para las F de Fu solo fueron significativas para la provincia centro y la poblacion
total. Para coxl s6lo se encontraron probabilidades significativas para la provincia central y la
poblacion total en ambos indices. En contraste, el marcador RHO present6 valores negativos
pero no significativos (Cuadro 5). Estos valores negativos y significativos no se ajustan al
modelo de una poblacién de tamafo constante.

El analisis BSP para el d-loop de la poblacién de S. viride en el Gran Caribe mostr6 un
importante incremento del tamafio efectivo poblacional hace aproximadamente 150 mil afios,

alcanzado la estabilidad en un periodo relativamente recientemente.

Discusion

Variacion genética e historia demogréfica

Todas las poblaciones de S. viride en el Gran Caribe presentaron altos niveles de diversidad
haplotipica y bajos niveles de diversidad nucleotidica con el marcador mitocondrial d-loop de
la region control (Cuadro 2). Muchas especies de peces arrecifales, incluyendo algunos
escaridos, exhiben este patron de diversidad genética presentando valores altos de diversidad
haplotipica y diversidades nucleotidicas generalmente medias a bajas (Bay et al. 2004; D’ Arcy

et al. 2013; Horne y Herwerden 2013; Souza et al. 2015).
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El resultado anterior ha sido asociado con tamafios poblacionales grandes, lo que podria
representar la condicion general de este escarido en el Gran Caribe, siendo una de las especies
mas conspicuas de los arrecifes coralinos de la region (Bernardi et al. 2000; Muss et al. 2001).
Las regiones coxl y RHO presentaron valores bajos de diversidad genética para la mayoria de
las poblaciones (Cuadro 2). Estas variaciones entre los marcadores utilizados han sido atribuidas
a las diferencias en el tamafio efectivo poblacional y a la tasa de sustitucion de los marcadores
nucleares y mitocondriales (Eytan y Hellberg 2010). Sin embargo, los tres marcadores
mostraron haplotipos compartidos entre las poblaciones, unidos entre si a haplotipos Unicos
(Fig. 2), esto, en conjunto con los valores negativos y significativos de las F de Fu y las D de
Tajima (ver cuadro 5), son consistentes con un evento de cuello de botella sequido de una
expansion demogréfica reciente (Winters et al. 2010; Gaither et al. 2011; D’ Arcy et al. 2013).

El analisis BSP fechd un evento de expansion poblacional hace 150,000 afios (Fig. 3),
coincidiendo con el incremento demografico reportado para algunas especies de peces
arrecifales y otros organismos marinos como moluscos y algas (Hoarau et al. 2007; Marko et al.
2010; Souza et al. 2015; Delrieu-Trottin et al. 2017). Lo cual se ha asociado con periodos
interglaciares del Pleistoceno, cuando las variaciones del nivel del mar afectaron profundamente
la distribucion del habitat ocasionando eventos de expansion y contraccion del tamafio
poblacional de varios organismos (Bellwood y Wainwright 2003; Delrieu-Trottin et al. 2017).
Durante este periodo, el aumento del nivel del mar incrementd significativamente la cobertura
de los arrecifes coralinos, ampliando la disponibilidad de habitat y de recursos para organismos
asociados a estos ecosistemas (Waelbroeck et al. 2002; Siddall et al. 2003; Bellwood y
Wainwright 2003), lo que promovio expansiones demograficas en especies como S. viride. Sin

embargo, es necesario tomar con precaucion estos resultados ya que el uso diferencial de tasas
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de mutacién puede introducir error en la estimacion del tiempo de expansion (Eytan y Hellberg
2010; Delrieu-Trottin et al. 2017).

Estructura poblacional y provincias biogeogréaficas

Los resultados de los andlisis filogeograficos revelaron alta conectividad entre las provincias
biogeograficas del Gran Caribe. La ausencia de diferenciacién genética entre las tres
subdivisiones del caribe (norte, centro y sur) ha sido reportada para el pez arrecifal Abudefduf
saxatilis (Pifieros y Gutiérrez-Rodriguez 2017), lo que sugiere que las condiciones ambientales
diferenciales entre las provincias no son una barrera eficaz para algunas especies de peces,
incluyendo a S. viride.

A pesar de la hipotesis de que las rupturas biogeograficas impulsan la diferenciacién poblacional
(Muss et al. 2001; Rocha et al. 2002; Pifieros y Gutiérrez-Rodriguez 2017), diversos estudios
filogeograficos han demostrado que algunos organismos marinos, entre ellos varias especies de
peces de arrecife, carecen de estructura poblacional espacial a escalas oceanicas amplias (Muss
et al. 2001; Craig et al. 2006; Horne y Van Herwerden 2013). Lo anterior generalmente es
atribuido al efecto homogeneizador de la dispersion de la larva pelagica (Shulman y
Bermingham 1995; Mora y Sale 2002; Weersing y Toonen 2009), ya que juega un papel critico
en la configuracién de la distribucion de las especies y el grado de conectividad entre las
poblaciones (Wellington y Victor 1989; Bonhomme y Planes 2000, Craig et al. 2006; Horne y
Van Herwerden 2013).

En especies de arrecife con estadios larvales de larga duracion, se esperaria que atraviesen los
limites de las barreras biogeograficas con mayor facilidad, y por lo tanto, deberian estar
presentes en mas de una provincia faunistica y/o exhibir poca o nula estructura poblacional,
dando origen a una poblacion panmictica (Avise 2000; Riginos y Victor 2001; Horne y Van

Herwerden 2013). En contraste, especies con un periodo de duracion larval corta, deberian
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experimentar flujo genético limitado entre las provincias, mostrando alta estructuracion genética
en relacion con la geografia (Avise 2000, Muss et al. 2001; Riginos y Victor 2001; Cowen y
Srinivasan 2006). Para el pez loro S. viride, no hay antecedentes sobre la duracion de la larva
pelégica, sin embargo, se ha reportado para otros integrantes de la familia Scaridae, que esta
etapa puede durar entre 28 y 30 dias, aunque algunas especies pueden llegar a pasar hasta 40
dias en el ambiente peldgico (Chen 2002; Bay et al. 2004). Sin embargo, la posible duracién de
la etapa larvaria para S. viride es similar a la de otras especies de peces arrecifales co-distribuidas
en el Gran Caribe, como Halichoeres bivittatus y las especies de los géneros Elacatinus y
Acanthemblemaria, las cuales presenta una fuerte estructura genética atribuida a corrientes
oceanicas y condiciones ecoldgicas divergentes (Taylor y Hellberg 2003; Rocha et al. 2005;
Taylor y Hellberg 2006; Eytan y Hellberg 2010).

En este caso la duracion del periodo larval parece no ser un buen predictor de la capacidad de
dispersion de las especies. Esto es apoyado por estudios anteriores en los que se ha demostrado
que algunas especies con rangos de distribucion restringida presentan largos periodos de
duracion de la larva pelagica en relacién con congéneres con rangos geograficos mas grandes
(Swearer et al., 1999; Leis y Carson-Ewart, 2000; Taylor & Hellberg, 2003). Por lo tanto, a
pesar de que estas especies de peces arrecifales se encuentran sometidas a periodos de duracion
de la larva pelagica similares y a las mismas condiciones ambientales, geoldgicas y
oceanograficas que S. viride, la divergencia genética entre las poblaciones parece ser promovida
por sus rasgos bioldgicos, ya que la mayoria de las especies mencionadas se caracterizan por ser
de tallas pequefias, con altas tasas de mortalidad y recambio de individuos y por tener una fuerte

asociacion con el sustrato (Munday y Jones 1998; Galvan-Villa 2011).
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En contraste S. viride es considerado un pez de talla mediana llegando a alcanzar los 64 cm de
longitud, con una longevidad maxima registrada de 30 afios, y a pesar de que se encuentra
asociado a los arrecifes coralinos, puede ocupar una gran variedad de habitats incluyendo pastos
marinos y arrecifes rocosos (Choat et al. 2003; Robertson et al. 2015). Por lo que estas
caracteristicas biologicas podrian ser una ventaja para S. viride al aumentado su capacidad de
dispersion y colonizacién en todo el Gran Caribe.

Ademas de lo anterior, el efecto combinado del flujo genético histérico y los ciclos de
contracciones y expansiones de la poblacién podrian ser responsables de los patrones de
homogeneidad genética observados para S. viride. Ya que se ha demostrado que los cambios
repentinos en el tamafio de la poblacion enmascaran la sefial filogeografica asociada con las
barreras al flujo de genes en especies marinas (Pelc et al. 2009). Estos rasgos de la historia de
vida, en conjunto con los patrones locales y regionales de las corrientes oceanicas en el Gran
Caribe (Cowen et al. 2003; Salas-Perez et al. 2012), podrian contribuir a la homogeneidad
genética de la poblacion de S. viride al promover su dispersion. Ademaés, el uso de marcadores
genomicos de alta resolucion, como los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), seria util
para evaluar a una escala mas fina los patrones de estructura y conectividad poblacional a través
de las provincias del Gran Caribe.

Diferencias genéticas a escala local

No existe evidencia de estructura genética a escala geografica amplia entre las provincias
biogeograficas del Gran Caribe, sin embargo los valores de las Fst pareadas sugieren que puede
haber diferenciacion genética moderada entre Belice y algunas poblaciones de las costa
mexicana y sudamericana. Esto podria ser el resultado de la retencion local de larvas causada
por la formacion del “Giro de Belice” (alimentado por la corriente del Caribe) lo que limita la

dispersion y aisla a los organismos (Shulman y Bermingham 1995). Resultados similares han
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sido reportados para la poblaciones de Epinephelus striatus de Belice (Jackson et al. 2014). Al
parecer, a escala geografica local, este fenOmeno es suficiente para promover pequefias
diferencias genéticas en algunas poblaciones de peces arrecifales. Por esta razon, el estudio de
la retencion local de larvas ha adquirido importancia en la tltima década ya que podria jugar un
papel incluso méas importante que la duracion de la larva pelagica en el asentamiento y
estructuracion de las poblaciones (Leis y Carson-Ewart 2000; Taylor y Hellberg 2003). Sin
embargo, el tamafio de muestra en este estudio (seis individuos) podria influir en los valores
obtenidos de diferenciacion genética para Belice, ya que se ha observado que a medida que
aumenta el muestreo las diferencias entre las poblaciones tienden a disminuir (Kalinowski

2005).

Implicaciones para la conservacion

Durante los Gltimos afios ha aumento exponencialmente la pesca comercial dirigida hacia los
peces loro en la region del Gran Caribe, lo que ha ocasionado una fuerte presion sobre sus
poblaciones (Comeros-Raynal et al. 2012; Mumby 2014). A pesar de que los impactos
antropogénicos se dan en un rango de tiempo relativamente corto, puede tener efectos
importantes a una escala de tiempo evolutivo (Craig et al. 2006). Por lo que conocer los niveles
de variacion genética y conectividad histérica entre las poblaciones, proporciona un indicio
sobre la capacidad de las especies para mantener su potencial evolutivo y responder a cambios
ambientales futuros (Knowlton 2001; Beger et al. 2014).

Ademas, el grado de conectividad entre las poblaciones de organismos marinos tiene
importantes implicaciones para el manejo de los recursos y la conservacion; ya que teéricamente
seria necesario un namero menor de reservas marinas para lograr una proteccion adecuada de

los suministros larvarios en poblaciones bien conectadas, como es el caso del pez loro S. viride,
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en contraste con poblaciones altamente estructuradas se requeririan un mayor numero de
reservas (Baums et al. 2005, Cowen et al. 2006). En este sentido, parece ser que las areas marinas
protegidas del Gran Caribe son suficientes para garantizar la proteccion y recuperacion de las
poblaciones del pez loro S. viride, ya que se encontro alta conectividad genética y valores altos
de diversidad genética en todas sus poblaciones, lo que es un indicador de su elevada capacidad
de dispersién y colonizacién, por lo que estas areas podrian funcionar como reservorios larvales

y fuente de propagulos para regiones con sobreexplotacion pesquera.

Conclusiones

La alta conectividad genética y la falta de divergencia entre las poblaciones de S. viride, indican
que las condiciones ambientales contrastantes de las provincias biogeograficas propuestas por
Robertson y Cramer (2014) para el Gran Caribe no son una barrera al flujo de genes, lo que
sugiere la presencia de una poblacién panmictica a lo largo de su distribucion. Sin embargo, se
encontraron diferencias genéticas sutiles a escala local en la poblacion de Belice, posiblemente
impulsadas por el “giro de Belice”. Al parecer la duracion de la larva pelagica no es un buen
predictor de la capacidad de dispersion de S. viride, ya que la ausencia de estructura de la
poblacion parece responder a las caracteristicas intrinsecas de la especie, eventos demogréaficos
historicos asi como a los patrones locales y regionales de las corrientes oceanicas en el Gran
Caribe, lo que en conjunto ha contribuido a la homogeneidad genética de la poblacion de S.

viride al promover su dispersion y colonizacion en toda la region.
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Cuadros y Figuras

Cuadro 1. Localidades de muestreo de Sparisoma viride en el Gran Caribe, incluye datos del

numero de secuencias amplificadas para cada marcador.

Numero de secuencias

por marcador

Coordenadas

Provincia  Poblacion Localidad d-loop coxl RHO  Latitud (N)  Longitud (O)  Fuente
Norte Florida (EUA) Phil Foster Park 1 1 1 26°47'5.28" 80° 2'35.52" Smithsonian
Sistema arrecifal Isla Lobos 9 4 4 21°27'57.44"  97°13'36.64" UMSNH
veracruzano
Anton Lizardo 20 7 3 19°5'22.23" 95°56'34.77" UMSNH
Banco Campeche Cayos Sumergidos 9 2 3 20°57'38.63" 92°18'27.04" UMSNH
del Oeste
Arrecife Alacranes 4 4 4 22°29'29.60"  89°41'59.49" UMSNH
Centro Caribe Mexicano Isla Mujeres 17 2 - 21°19'33.90" 86°46'23.00" UMSNH
Norte El Faro 11 2 1 21°161.20°  86°44'56.60"  UMSNH
Tanchacte 11 3 - 20°57'42.50" 86°48'51.50" UMSNH
Puerto Morelos 13 3 - 20°52'6.20" 86°50'50.20" UMSNH
Cozumel 14 2 - 20°28'58.50"  86°45'48.60"  UMSNH
Punta Allen 17 3 1 19°47'59.00" 87°28'35.00" UMSNH
Caribe Mexicano Mahaual 13 2 1 18°39'8.00" 87°43'22.62" UMSNH
sur Xcalak 33 3 ~ 18°2531.96"  87°4535.48"  UMSNH
Banco Chinchorro 9 1 1 18°37'22.05"  87°17'32.93" UMSNH
Belice Carrie Bow Cay 5 5 5 16°48'3.59" 88°4'59.97" Smithsonian
Curlew Cay 1 1 1 16°41'35.67" 88°3'51.15" Smithsonian
Jamaica Pedro Bank 10 2 2 17° 2'53.21" 78°30'17.17" Smithsonian
Old Harbor 4 1 2 17°56'21.65" 77°6'28.06" Smithsonian
Hunts Bay 5 2 1 17°58'41.08" 76°51'37.85" Smithsonian
Bahamas Hoffman Cay 1 1 1 25°45'5.40" 77°40'5.16" Smithsonian
Puerto Rico Playa la Jungla 1 - 17°56'39.55" 67°1'12.70" UPR
Playa Saila 2 1 - 17°53'20.70" 66°57'15.12" UPR
La parguera 5 2 1 17°57'10.15" 67°3'23.22" UPR
Old Busy 1 - - 17°53'17.92" 66°59'52.91" UPR
Magueyes 1 1 1 17°57'57.46" 67° 2'55.20" UPR
Islas virgenes de Brewers Bay - 1 - 18°20'24.00" 64°58'48.00" Bold-Systems
Egginica Soufriere - 1 - 15°12'0.00" 61°23'60.00" Bold-Systems
Sur Colombia El Morro 1 - 1 11°14'57.30" 74°13'52.08" UPR
Taganga 17 4 3 11°15'49.44" 74°12'2.68" UMSNH
Venezuela Isla Margarita 3 4 2 10°57'2.30" 63°51'14.80" UMSNH
Trinidad y Tobago  Arnos Vale beach 1 1 1 11°13'36.12" 60°45'50.04" Smithsonian
Stor Bay 1 2 1 11°9'20.88" 60°50'31.92" Smithsonian
Buccoo Reef 2 2 2 11°11'17.16" 60°50'44.88" Smithsonian
Mount Irvine fish 1 1 11° 7'26.27" 60°47'59.56" Smithsonian

market
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Cuadro 2. indices de diversidad genética para las poblaciones de Sparisoma viride en el Gran Caribe utilizando datos de ADNmt y

ADNN.
d-loop coxl RHO

Poblacion Hn S Hd + SD n+SD Hd + SD n+SD S Hd + SD n+SD
Provincia Norte
Florida - - - - - - - 1 0 O 0
S. A. veracruzano 14 15 0.842+0.059 0.0094 + 0.0057 2 1 0.181+0.143 0.0003 +0.0005 3 2 0.274+0.148 0.0003 + 0.0004
Banco Campeche 8 12 0.897 £0.066 0.0128 +0.0077 1 0 0 0 3 2 0.384+0.149 0.0004 + 0.0005
Total 19 20 0.862+0.044 0.0106 + 0.0062 2 1 0.111+£0.096 0.0001 +0.0003 5 4  0.308+0.107 0.0004 +0.0004
Provincia Centro
C. mexicano norte 34 31 0.873+0.028 0.0110+0.0063 1 3 3 0.257+0.141 0.0007 £ 0.0007 1 0 O 0
C. mexicano sur 24 33 0.880+0.031 0.0105+0.0061 6 1 0 O 0 1 0 O 0
Belice 5 4  0.933+0.121 0.0052 +0.0041 6 3 2 0.600%0.215 0.0011+0.0012 3 2 0.318+0.163 0.0005 + 0.0006
Jamaica 11 26 0.865+0.071 0.0177 £0.0100 5 1 0 O 0 1 0 O 0
Bahamas - - - - 1 - - - 1 0 o0 0
Puerto Rico 8 8 0.955+0.059 0.0108 +0.0068 4 1 0 O 0 1 0 o0 0
Islas virgenes - - - - 1 - - - - - - -
Dominica - - - - 1 - - - - -
Total 60 61 0.881+0.017 0.0115+ 0.0065 39 5 5 0.197+0.084 0.0004 + 0.0005 3 2 0.109+0.070 0.0001 + 0.0003
Provincia Sur
Colombia 9 11 0.836 £0.075 0.0102 + 0.0062 4 2 1 0500+0.265 0.0008 +0.0011 8 2 1 0.250+0.180 0.0003 + 0.0004
Venezuela 3 9 1.000+0.272 0.0198 +£0.0161 4 2 1 0500+0.265 0.0008 +0.0011 4 1 0 O 0
Trinidad y Tobago 5 10 1.000+0.126 0.0151 +0.0104 6 2 1 0.333+£0.215 0.0005 + 0.0007 8 1 0 O 0
Total 15 17 0.876+0.057 0.0116 + 0.0068 14 4 3 0.395+0.158 0.0007 + 0.0008 2 2 1 0.100+0.088 0.0001 + 0.0002

n: tamafio de muestra, Hn: nimero de haplotipos, S: nimero de sitios polimorficos, Hd: diversidad haplotipica, w: diversidad

nucleotidica, SD: desviacion estandar. (-) indica casos en los que no fue posible estimar los indices de diversidad genética debido al

tamafo de muestra reducido.
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Cuadro 3. Analisis de varianza molecular (AMOVA) utilizando el d-loop de la region control.

% de indice de
Grupos Fuente de variacion varianciéon fijacién P- valor
Provincias Biogeograficas  Entre grupos -1.62 @cr: -0.0161 0.9799
(Robertson y Cramer 2014) .
(Tres grupos genéticos) Entre poblaciones dentro de los grupos  3.52 Pgc: 0.0346 0.0531
Dentro de las poblaciones 98.09 ®s7:0.0190 0.0782
Total 100
Paoblacién panmictica Entre poblaciones 2.73 ®st: 0.0273 0.0800
(Un grupo genético) .
Dentro de las poblaciones 97.27

Total 100
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Cuadro 4. Comparaciones en pares de Fst y distancias genéticas no corregidas para cada

poblacion de Sparisoma viride del Gran Cribe utilizando el d-loop de la region control. Los

valores calculados para la frecuencia de haplotipos se encuentran bajo la diagonal y los valores de las

distancias genéticas no corregidas estan dados sobre la diagonal.

PROVINCIA NORTE

PROVINCIA CENTRO

PROVINCIA SUR

FLo SAv Bcam CMXN CMmXs BLz JAM BAH PrC CoL VNz Tos
FLo — 0.014 0.012 0.014 0.014 0.007 0.015 0.004 0.012 0.013 0.014 0.014
SAV 0.2820 — 0.010 0.010 0.010 0.011 0.010 0.010 0.011 0.010 0.012 0.011
Bcam  -0.0100 0.0022 — 0.011 0.011 0.010 0.011  0.009 0.011 0.011 0.012 0.011
CvMxN  0.1965 -0.0152  0.0030 — 0.010 0.011 0.010 0.011 0.011 0.010 0.013 0.012
Cmxs  0.1982 -0.0196 -0.0034  -0.0067 — 0.011 0.010 0.010 0.011 0.010 0.012 0.011
BLz 0.2000  0.2256 0.0726 0.1801 0.1670 — 0.011  0.004 0.010 0.011 0.012 0.011
JAM 0.0075 0.0029  -0.0015  0.0150 0.0135 0.1483 — 0.011 0.011 0.010 0.012 0.011
BaH 1.0000 0.0426  -0.3648 -0.0570 -0.0673  -0.6000 -0.2169 — 0.008 0.010 0.011 0.010
Prc 0.0101 0.0146  -0.0279  0.0086 0.0099 0.0929  0.0259 -0.4202 — 0.011 0.013 0.012
CoL 0.1833 -0.0155 -0.0157 -0.0086 -0.0142  0.1857 0.0022 -0.1105 -0.0123 — 0.012 0.011
VNZz -0.2857  0.0222  -0.0612  0.0154 0.0068 0.1780 -0.0477 -0.6363 -0.0140 -0.0126 — 0.013
Tos -0.0952 -0.0306 -0.1078 -0.0217 -0.0415 0.1081 -0.0546 -0.4375 -0.0341 -0.0465 -0.1668

FLo: Florida, SAV: Sistema arrecifal veracruzano, BCAM: Banco Campeche, CMXN: Caribe mexicano

norte, CMXs: Caribe mexicano sur, BLz: Belice, JAM: Jamaica, BAH: Bahamas, PRC: Puerto Rico,

CoL: Colombia, VNz: Venezuela, ToB: Trinidad y Tobago. Los nimeros en negritas indican valores
estadisticamente significativos p <0.05.
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Cuadro 5. Estimacion de la demografia histdrica utilizando las D de Tajima y las F de Fu.

Marcador D de Tajima P valor F de Fu P valor r R?

Provincia del Norte -1.9123 <0.05* -1.4765 >0.10 0.0446  0.0812

d-loop Provincia Central -1.9073 <0.05* -5.0784 <0.02** 0.0159 0.0305
Provincia del Sur -0.6873 >0.10 -0.7200 >0.10 0.0245  0.1009

Total -1.9123 <0.05* -4.6808 <0.02** 0.0186 0.0288

Provincia del Norte -1.1646 >0.10 -1.6117 >0.10 0.6173 0.2291

coxl Provincia Central -2.0045 <0.05* -3.54629 <0.02** 0.4477 0.0808
Provincia del Sur -1.6705 >0.10 -2.2546 >0.10 0.1682 0.1368

Total -2.1713 <0.01** -4,0488 <0.02** 0.3924 0.0429

Provincia del Norte -1.7316 >0.10 -2.2145 >0.10 0.2352  0.0767

RHO Provincia Central -1.2844 >0.10 -1.0833 >0.10 0.7000  0.0865
Provincia del Sur -1.1643 >0.10 -1.6476 >0.10 0.6500 0.2179

Total -1.7335 >0.10 -2.3142 >0.10 0.4683  0.0391

*p<0.01, **p <0.001
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Figura 1
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Figura 1. Sitios de muestreo de Sparisoma viride a traves de su rango de distribucion en el Gran
Caribe. Las provincias biogeogréaficas y los sitios de colecta por provincia se encuentran
representadas por colores distintos de acuerdo a la leyenda. Localidades de la Provincia Norte:
1. Phil Foster Park, 2. Isla Lobos, 3. Antdn Lizardo, 4. Cayos Sumergidos del Oeste, 5. Arrecife
Alacranes. Localidades de la Provincia Centro: 6. Isla Mujeres, 7. El Faro. 8. Tanchacte, 9.
Puerto Morelos, 10. Cozumel, 11. Punta Allen, 12. Mahaual, 13. Xcalak, 14. Banco Chinchorro,
15. Carrie Bow Cay, 16. Curlew Cay, 17. Pedro Bank, 18. Old Harbor, 19. Hunts Bay, 20.
Hoffman Cay, 21. Playa la Jungla, 22. Playa Saila, 23. La parguera, 24. Old Busy, 25. Magueyes,
26. Brewers Bay, 27. Soufriere. Localidades de la Provincia Sur: 28. EI Morro, 29. Taganga,
30. Isla Margarita, 31. Arnos Vale beach, 32. Stor Bay, 33. Buccoo Reef, 34. Mount Irvine fish

market.



31

Figura 2
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Figura 2. Redes de haplotipos para los marcadores de ADNmt d-loop (a) y coxl (b) y el
marcador de ADNn RHO (c). Los colores representan las poblaciones de cada provincia
biogeografica de acuerdo a la leyenda. El area de los circulos es proporcional a la frecuencia del

haplotipo.
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Figura 3
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Figura 3. Historia demografica de las poblaciones de Sparisoma viride en el Gran Caribe
usando Bayesian Skyline Plots (BSP) para las secuencias del d-loop. Las lineas punteadas
representan la ubicacion del limite de confianza superior (Méax), la media (X) y el limite inferior

(Min) del HPD = 95%.
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Material complementario

Cuadro S1. Protocolo de PCR para cada marcador, primers y referencias.

d-loop

coxl

RHO

Volumeny

Templado de
ADN

Agua ultrapura
Buffer

1 ul (10-100 ng)

8.25 ul
1.25 ul (1x)

1 pl (10-100 ng)

8.75 ul
1.25 pl (1x)

1 ul (10-100 ng)

7.75 ul
1.25 ul (1x)

concentracion ~ dNTP 0.25 ul (0.20 mM) 0.25 pul (0.20 mM) 0.25 ul (0.20 mM)
de reactivos MgCl; 0.63 ul (2.50 mM) 0.38 pl (1.50 mM) 0.63 ul (2.50 mM)
utilizados para  BSA — 0.50 pl (1.25 mg/ml) 0.50 pl (2.25 mg/ml)
la PCR Primer 0.50 pl por cada primer 0.13 pl por cada primer 0.50 pl por cada primer
(0.40 pM) (0.10 uM) (0.40 uM)
Taq DNA 0.25 ul (0.05 V) 0.13 pl (0.05 U) 0.13 pl (0.05 U)
polimerasa
(Invitrogen)
Primer RCA FISH 1F RH193
RCE FISH 1R RH1073

Condiciones de
PCR

Secuencia (F)
Secuencia (R)

Referencia
Desnaturalizacion
(pasol)

Ciclos (paso 2)
Desnaturalizacion
Alineamiento
Extension
Extension final
(paso 3)

5'-TTCCACCTCTAAC
TCCCAAAGCTAG-3'

5'-CCTGAAGTAGGA

ACCAGATG-3'

Lee et al. 1995

94°C, 2 min
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94°C, 30 seg
55°C, 1 min
72°C, 2 min
72°C, 10 min

5'-TCAACCAACCACA
AAGACATTGGCAC-3'
5-TAGACTTCTGGGT

GGCCAAAGAATCA-3'
Ward et al. 2005

94°C, 5 min
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94°C, 1 min
52°C, 1 min
72°C, 1 min
72°C, 10 min

5'-CNTATGAATAYC
CTCAGTACTACC-3'
5'-CCRCAGCACARC
GTGGTGATCATG-3'
Chen et al. 2003

94°C, 3 min
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94°C, 45 seg
55°C, 45 seg

72°C, 1 min 30 seg
72°C, 7 min




