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. Resumen

El perico (Coryphaena hippurus) es un predador tope oportunista, cosmopolita, de
rapido crecimiento y madurez y alta fecundidad. Per, entre el 2008 y 2012, ha mantenido
desembarques anuales del orden del 50% del total mundial. A pesar de la importancia de
esta pesqueria, tanto para la seguridad alimentaria del pais como para las exportaciones
pesqueras, ésta no cuenta con un plan de manejo y no se han definido cientificamente los
stocks pesqueros, base para delimitar la(s) poblacidn(es) a ser manejada(s). En este estudio
se colectaron 241 muestras de tejido en las principales zonas de pesca en siete localidades
del pacifico peruano (Sechura, Huanchaco, Chimbote, Casma, Végueta, Ica Sur y Tacna
Sur) durante los meses de enero y febrero del afio 2014. Se amplificaron y genotipificaron
cinco loci de microsatélites polimorficos para cada uno de los individuos de estas localidad
y se calcularon indices de diversidad genética y estructuracién poblacional. Los resultados
mostraron una alta diversidad genética, indicio de buena salud genética del recurso. El
analisis Fst por pares de poblaciones y los analisis moleculares de varianza — AMOVAs
mostraron estructuracion poblacional sutil pero significativa (Fst = 0,009 y p-value =
0,000). El sur del pais mostr6 niveles significativos de diferenciacion con respecto al resto
de localidades (0,0093 < Fst < 0,0287 y p-value = 0,000). Los analisis de asignacion
bayesiana sugirieron estructuracion poblacional en dos clusters. El analisis de componentes
principales (PCA) fall6 en el agrupamiento por componentes, no mostrando evidencias de

existencia de mas de una subpoblacién

Palabras clave: Perico, Coryphaena hippurus, genética de poblaciones, océano

pacifico sureste, manejo pesquero, definicion de stocks.



Summary

Mahi mahi (Coryphaena hippurus) is an opportunistic and cosmopolitan top
predator, which presents fast growth and maturity, as well as high fertility. Annual landings
in Peru between 2008 and 2012 remained around 50% of the world total. Despite the
importance of this fishery both for Peru’s food safety as for its exports, it still does not have
a management plan and fish stocks have not yet been scientifically defined, which is the
basis to identify and establish the population(s) to be managed in the first place. In this
study, 241 tissue samples were collected in seven localities of the Peruvian coast (Sechura,
Huanchaco, Chimbote, Casma, Végueta, South of Ica and South of Tacna), between
January and February of 2014. To measure genetic diversity and population structure from
these samples, five highly polymorphic microsatellite loci were amplified and genotyped
for each individual, and indices of genetic diversity and population structure were
calculated. The results showed high genetic diversity, indicating that in Peru mahi mahi has
good genetic health. The pairwise Fst analysis of populations and analysis of molecular
variance - AMOVAs showed a subtle but significant population structure (Fst = 0.009 and
p-value = 0.000). Tacna Sur showed significant levels of differentiation with respect to
other locations (0.0093 < Fst < 0.0287 y p-value = 0.000). Bayesian analysis of population
structure suggested allocation into two clusters. The principal component analysis (PCA)
failed in the grouping components, showing no evidence of the existence of more than one

subpopulation

Keywords: mahi mahi, Coryphaena hippurus, population genetics, South Pacific
Ocean, fishery management, stock identification.



I11. Introduccion

En Peru, la pesqueria de perico es exclusiva para la pesca artesanal. Esta condicion
de artesanal no ha impedido el desarrollo de una flota con capacidad de navegar en alta mar
en viajes de larga duracion. Hay registros de pesca mas alld de las 200 millas néuticas de
distancia a la costa en viajes de méas de 20 dias de duracién. Por otro lado, es una de las
especies mas desembarcadas por el sector pesquero artesanal peruano, representando
valores que en los altimos afios flucttan alrededor del 50% del total mundial. Por lo mismo
es una importante fuente de divisas, tanto por exportaciones como por la comercializacion
interna. A su vez sostiene las economias de muchas familias peruanas y contribuye

significativamente a la seguridad alimentaria del pais.

Para manejar esta pesqueria de manera sostenible, es fundamental conocerla en sus
diferentes planos: bioldgico, pesquero, socioecondmico y ambiental. En nuestro pais se ha
avanzado poco en generar sistemas de manejo efectivos para las pesquerias artesanales. La
falta de priorizacion por parte de los organismos gubernamentales responsables es evidente.
Sin embargo en los uUltimos afios se han realizado esfuerzos puntuales para el estudio
poblacional de C. hippurus y de su realidad pesquera por parte del Instituto del Mar del
Pert y del Ministerio de la Produccion. Por su parte, la Comision Interamericana del Atdn
Tropical — CIAT tiene interés por articular el manejo supranacional de este recurso

altamente migratorio.

La identificacidon de stocks es un tema fundamental en las ciencias pesqueras; sin
embargo, en la practica muchas veces es considerada como poco relevante o prescindible.
El presente trabajo parte de la premisa que considera la identificacion de stocks como un
pre requisito para realizar una evaluacion y manejo de una pesqueria; debido a la necesidad
de delimitar, a ciencia cierta, la unidad a manejar y/o conservar. A pesar de haberse
desarrollado mudltiples técnicas, este tema sigue siendo secundario en el arbol de
prioridades de investigacion pesquera de muchos recursos, debido al esfuerzo que significa
para las ciencias marinas delimitar poblaciones que no son visibles a simple vista, que
tienen una movilidad amplia y barreras geograficas poco claras. Sin embargo, este reto hace

de este tema un nicho atractivo para los investigadores y manejadores pesqueros.
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Este trabajo es un esfuerzo por contribuir con el conocimiento de la genética
poblacional de esta importante especie en Perl y con esto ayudar a delimitar el objeto de
estudio para realizar un manejo pesquero adecuado del perico. Para cumplir este objetivo se
determinaron diversas medidas de diversidad y estructura genética del perico (Coryphaena
hippurus), mediante la amplificacion y analisis de 5 marcadores microsatelitales de ADN
nuclear en 241 muestras de tejido colectadas en las principales zonas de pesca del mar

peruano.
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IV. Revision de literatura
IV.1. Aspectos bio-ecologicos del Perico:
IV.1.1. Taxonomia y generalidades:

De acuerdo con Palko et al. (1982), Coryphaena es el unico género de la familia
Coryphanidae, y esta compuesto de dos especies: C. equiselis y C. hippurus. Esta tltima,
comunmente denominada Perico, la especie de estudio del presente trabajo de tesis. Esta se

ubica taxondmicamente de la siguiente manera:

Reino: Animalia.
Phylum: Chordata.
Subphylum:  Vertebrata.
Super clase:  Gnathostomata.
Clase: Osteichthyes.
Subclase: Actinopteryqgii.
Orden: Perciformes.
Sub orden:  Percoidei.
Familia: Coryphaenidae.
Género: Coryphaena.
Especie: Corypahena hippurus, Linnaeus1758.

Esta especie se conoce comlnmente como perico, dorado, lampuga, palometa,

common dolphinfish, mahi mabhi, entre otros (FAO, 2015b).

IV.1.2. Distribucién y habitat:

Esta especie es epipelagica, de natacion rapida y estan distribuidos a nivel mundial

en aguas tropicales y subtropicales en los océanos atlantico, el mar mediterraneo indico y
pacifico (figura 1, FAO, 2015b, Collette, 1999). Su distribucion esta restringida a la
isoterma de 20°C (Palko et al. 1982). Su distribucion esta relacionada con las masas de
aguas subtropicales superficiales (ASS), las cuales son aguas cdalidas de alta densidad:

salinidad mayor a 35,100 ups y temperaturas mayores a 23 °C (Solano et al, en prensa).

12



Figura 1: Distribucion a nivel mundial de recurso Coryphaena hippurus (FAO,
2015b).

Es una especie circumtropical con amplios desplazamientos (Solano et al, 2008) y
se presume como especie altamente migratoria (Oxenford, 1999). Se encuentra en aguas
tropicales y subtropicales en los océanos Atlantico oeste (Golfo de México y Mar del
Caribe) y este (desde Canarias hasta Angola), indico (excepto el mar rojo), Mediterraneo y
pacifico (FAO, 2015b). En el Pacifico oriental se distribuye desde San Diego — California
en Estados Unidos hasta Antofagasta en Chile. En el Pert se presenta a lo largo de la costa,
asociado a aguas calidas (Solano et al, 2008). Vive en aguas de temperatura de 21 - 30 ° C
(FAOb, 2015), pudiendo estar en aguas oceanicas o costeras (Solano et al, 2008, FAO,
1994, Collette, 1999)

Un detalle adicional es que esta especie sigue a las embarcaciones y forma pequefias
concentraciones bajo objetos flotantes (Collette, 1999), cdmo lo son los FADs (fish

aggregating devices o dispositivos de concentracion de peces) (FAO, 1994)
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IV.1.3. Madurez y reproduccion:

Son organismos heterosexuales. El dimorfismo sexual se nota en la forma de la
cabeza: los machos tienen la frente muy pronunciada en comparacién de las hembras, que
la tienen méas aerodinamica. Esta diferencia se empieza a notar a partir de los 40

centimetros de longitud horquilla (Palko et al. 1982).

El Perico comienza su madurez a los 35 cm de longitud horquilla (LH) y llega a la
madurez total a los 55 cm LH (Beardsley, 1967 en Palko et al., 1982). Es considerada como
una especie de madurez temprana (Oxenford, 1999).Se han identificado 6 estadios
ovaricos: l.- Crecimiento primario, Il.- Crecimiento secundario, Ill.- Crecimiento terciario,

IV.- Maduracién, V.- Desove y VI.- Post-desove. (Lavayen, F. 2014)

La fertilizacion es externa (Palko, et al, 1982). Se cree que esta especie tiene un alto
ratio reproductivo, debido a que tiene una larga temporada de desove, madura a temprana
edad y un tiempo de vida muy corto (Beardsley, 1967 y Rose y Hassler 19682 en Palko, et
al. 1982).

Generalmente son mas abundante los especimenes hembra que los macho. Solano et
al (en prensa) y Solano et al (2008) sefialan que la proporcién sexual hembra-macho es

igual a 2:1.

Presenta desoves parciales y se cree que la fecundidad parcial (nGmero de ovocitos)
estd directamente influenciada por la temperatura superficial del mar - TSM. (Mero, P.
2014). Mientras mayor es la temperatura, mayor la fecundidad. Ademas, Lavayen, F.
(2014) postula que si las condiciones ambientales se mantienen éptimas, la reproduccion en
aguas ecuatoriales se mantiene durante todo el afio. Solano et al (en prensa) encontro para
el area norte de Perl una fecundidad relativa igual a 56 ovocitos/gramo de peso corporal y

un promedio de 324 416 ovocitos por tanta de desove.

IV.1.4. Crecimiento y Mortalidad:

Es una especie de crecimiento rapido (Oxenford, 1999), cuerpo elongado y
comprimido (Collette, 1999). Vive hasta un maximo de 4 afios (Beardsley 1967 en Palko et

al. 1982). Solano et al (en prensa) indican que especimenes de un afio de edad miden en

14



promedio mas de 100 cm. La maxima longitud es de mas de 2,1 metros y la longitud comun
de captura es de 100 cm (Collette, 1999).

Para estimar la tasa de crecimiento en especies marinas se utiliza la ecuacion de
VVon Bertalanffy (1934) es un modelo matematico para el crecimiento individual que ha
demostrado ser ajustable a la mayoria de las especies de peces. Esta ecuacion considera la
talla del cuerpo del pez como una funcion de su edad; ademas usa los parametros Loo (talla
media de un pez muy viejo o la talla a la cual la tasa de crecimiento es igual a cero), k
(rapidez con la que el pez alcanza su Loo) y To (parametro de condicion inicial. No tiene
significado biologico). (Sparre, P. y Venema, S. C. 1997). En el Cuadro 1 se han compilado
los parametros de crecimiento obtenidos para el perico en diferentes regiones del pacifico

peruano y ecuatoriano.

Cuadro 1: Parametros de crecimiento de Coryphaena hippurus en diferentes zonas del
océano pacifico. (M = Macho, H = Hembra, A = Macho y Hembra, n = Ndmero de
individuos muestreados, ¢ = indice de performance y Ref. = Referencia)

Zona Sexo n Loo K To (/)] Ref.
Rivadeneira, Y.
M 941 141.8 0.73 -0.68 | 4.17
2014.
125.8 Rivadeneira, Y.
Manta Ecuador H 1107 0.9 -0.70 4.15
cm 2014.
140.5 Rivadeneira, Y.
A 2048 0.67 -0.82 | 4.12
cm 2014.
148.92 Solano et al. En
H - 1.081 | -0.076 | 4.38
Zona norte de cm prensa
Perd 169.75 Solano et al. En
M - 0.893 | -0.115 | 4,40
cm prensa
Peru M - 145.79 15 -0.52 4.05 Solano et al. 2008
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cm

161.89
H | 0.98 -0.4 4.41 Solano et al. 2008
cm

Solano et al (en prensa) encontraron una tasa de mortalidad total (Z) para hembras
de 1,498/afo, siendo la mortalidad natural (M) 1,305/afio y la mortalidad por pesca (F)
0.193/afio. Mientras que el estudio de Solano et al (2008) encontré un Z= 2,64/afio, M=
0,86/afio y F=1,78/afio.

En machos, Solano et al (en prensa) encontraron una tasa de mortalidad total (Z) de
1,425/afo, siendo la mortalidad natural (M) 1,282/afio y la mortalidad por pesca (F)
0.143/afio. Mientras que el estudio de Solano et al (2008) encontré un Z= 2,08/afio, M=
0,69/afio y F=1,39/afio.

IV.1.5. Importancia ecologica:

C. hippurus es un predador tope oportunista (Palko, et al 1982) y de voraz apetito
(Beardsley, 1967 y Rose y Hassler 19682 en Palko, et al. 1982). Sus principales presas son
peces en general, cefalopodos y crustaceos (Solano et al, en prensa, FAO, 2015); teniendo
preferencias en la zona norte de Per por Exocoetus volitans y Argonauta sp. (Solano et al,
en prensa). En otro trabajo Solano et al (2008) sefialan adicionalmente al calamar Logigo
gahi como una presa principal. También se alimenta de juveniles de otras especies
epipelégicas oceanicas, de juveniles y adultos de especies peldgicas pequefias, de especies
mesopelagicas que muestras migraciones diurnas hacia la superficie y de las fases pelagicas
de larvas y juveniles de especies bentdnicas neriticas, lo cual sostiene la teoria de que este
predador es mas oportunista que selectivo, lo cual es comun en especies tropicales

pelagicas (Oxenford, 1999).

Estudios no publicados del Instituto del Mar del Pert han evaluado el contenido
estomacal del perico desde el afio 1998 hasta la actualidad, dichos estudios describen la
composicién de la dieta del perico de acuerdo a la talla y la distancia a la costa. Se ha

encontrado que en el perico de 30 a 90 cm de longitud horquilla (LH), capturado hasta 80
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millas nauticas (mn) de distancia a la costa, se presenta la anchoveta Engraulis ringens
como un componente importante en la dieta. Mientras que en el perico adulto mayor de 90
cm de LH, capturado entre 90 y 170 mn millas néauticas de distancia a la costa, los peces
voladores de la familia Exocoetidae fueron las presas dominantes. (Ana Alegre - IMARPE,

Comunicacion personal).

En un estudio realizado para pericos pertenecientes a la zona norte de Peru se
determin6 que el consumo diario de alimento por individuo fue de 472,7 gramos, lo que es

equivalente al 7,4% de su peso corporal. (Solano et al, en prensa).
IV.1.6. Composicion nutricional y rendimiento:

El Perico es una especie que en promedio tiene 19% de proteina, 4% de grasas, 1%
de sales minerales y 76 % de agua (ITP/IMARPE, 1996). El Instituto Tecnoldgico Pesquero
(ITP) en conjunto con el Instituto del Mar del Perd (IMARPE) en el afio 1996,
determinaron los rendimientos al trozar la especie, los cuales se detallan en el cuadro 2. Se
entiende por rendimiento al porcentaje que queda luego del corte, respecto al pescado

entero en su estado original.

Cuadro 2: Rendimientos de los principales cortes en Perico. (ITP/IMARPE, 1996)

Corte del pescado Porcentaje
Eviscerado 83-88%
Eviscerado y descabezado 60 - 69 %
Filete con piel 47 - 54 %
Filete en corte mariposa 65-70 %
Pulpa sin lavar 36 -40 %
Surimi 21-25%
Filete ahumado en corte mariposa 48 - 52 %
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IV.2. Pesqueria del Perico:
IV.2.1.Legislacion:

El articulo 10 de la Ley General de Pesca de Pert, Decreto Ley N° 25977, postula
que el ordenamiento pesquero es el conjunto de normas y acciones que permiten
administrar una pesqueria, sobre la base del conocimiento actualizado de sus componentes
bioldgicos - pesqueros, econdmicos y sociales. Asimismo en el articulo 5 de su reglamento,
Decreto Supremo N° 012-2001-PE, sefiala que el ordenamiento pesquero se aprueba
mediante reglamentos. ElI Reglamento de Ordenamiento Pesquero — ROP tiene por
finalidad establecer los principios, normas y medidas regulatorias aplicables a los recursos
hidrobiol6gicos que deban ser administrados. Asimismo un ROP debe definir los objetivos
del ordenamiento y, segun sea el caso, el régimen de acceso, capacidad total de flota y
procesamiento, temporadas de pesca, captura total permisible, artes, aparejos y sistemas de
pesca, tallas minimas, zonas prohibidas, requerimiento de investigacion y acciones de

control y vigilancia.

En la actualidad Coryphaena hippurus no cuenta con un ROP; sin embargo tiene
algunas medidas de manejo como el establecimiento de la temporada de pesca y de veda,
sefialado en la Resolucion Ministerial N° 245-2014-PRODUCE. Mediante este documento
se establece que la temporada de pesca para el recurso perico se da desde el 01 de octubre
de cada afio hasta el 30 de abril del afio siguiente, quedando prohiba su captura en el Perl
entre mayo y septiembre de cada afio. También se cuenta con la Resolucion Ministerial N°
249-2011-PRODUCE que establece la talla minima de captura en 70 centimetros de

longitud horquilla con una tolerancia maxima de juveniles del 10%.

Ademas de la legislacion nacional, vale la pena mencionar que este recurso al ser
una especie altamente migratoria, es de interés de organismos supranacionales como la
Comision Interamericana del Atan Tropical — CIAT, organismo que recientemente celebro
su primera reunion técnica sobre este recurso (del 14 al 16 de octubre de 2014 en Manta,
Ecuador). En las memorias de esta reunion (CIAT, 2014) se sefialan los siguientes
objetivos: 1.- promover la sinergia en los Miembros de la CIAT para una investigacion

regional del recurso en el océano pacifico oriental — OPO, 2.- revisar la situacion actual con
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respecto a los conocimientos del dorado e identificar los conjuntos de datos disponibles en
las pesquerias/regiones del OPO; y 3.- formular un plan de investigacion colaborativa

futura.

Es positivo el establecimiento de comisiones supranacionales para contribuir a la
evaluacion de recursos cuyo stock pesquero abarquen mas de un pais, como es el caso del
perico. El stock en toda su magnitud, es la unidad basica sobre la cual deben sostenerse las
evaluaciones y medidas de manejo (Cubillos, 2005) y deben abarcarse en su totalidad para
establecer niveles de captura sostenibles (Ward, 2000). Se recomienda hacer un manejo
coordinado del recurso cuando existe evidencia de la existencia de stocks compartidos entre

naciones (Oxenford y Hunte, 1986).

IV.2.2. Informacion basica sobre la pesqueria de perico.

En Perd, la pesca de altura es una actividad limitada al &mbito artesanal y es
realizada por embarcaciones de hasta 32,6 m3 de capacidad de bodega. Las principales
especies de este rubro son la pota y el perico, especies que a pesar de requerir artes de pesca
distintos, generalmente se extraen con las mismas embarcaciones. Estas en conjunto, en el
afio 2012, representaron mas del 52.5% del total desembarcado destinado a consumo
humano directo en Perdl (PRODUCE, 2012).

Histéricamente los desembarques de perico han estado relacionados con el evento
El Nifio (1983, 1987 y 1998) (Solano et al 2008). Sin embargo no se dio un crecimiento de
la pesqueria de perico hasta el afio 2000, desde donde se han ido incrementando
constantemente los desembarques hasta la actualidad, llegando en 2012 a su pico maximo
de desembarques, habiéndose registrado alrededor de 58 961 toneladas (Figura 2). Esta
pesqueria se realiza principalmente usando espineles como arte de pesca principal (Ayala y
Sanchez-Scaglioni, 2014), los cuales son acomodados en lineas de anzuelos o longlines que
pueden fluctuar entre 1000 y 3000 anzuelos de largo. Se considera al perico como un
recurso de oportunidad debido a que esta pesqueria se da solo en los meses de primavera y
verano, debido a la incursion por estacionalidad de aguas subtropicales superficiales — ASS
(Solano et al, en prensa). Los desembarques peruanos se registran tanto en la zona

econdmica exclusiva como en aguas internacionales, principalmente entre los 5° y 14°S'y

19



los 17° y 18°S de latitud. Por ultimo se destaca que esta actividad ha llegado a realizar
lances de pesca lejos de la costa; Ayala y Sanchez-Scaglioni (2014) han registrado pesca a

1320 km de distancia de la costa (712 millas nauticas).
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Figura 2: Desembarques anuales en toneladas métricas de Perico en Per( desde el afio 2000
hasta el 2012 (PRODUCE, 2012).

Segun datos de los desembarques de recursos hidrobiol6gicos maritimos, dados por
la Direccién de Politicas y Desarrollo Pesquero (DEDEPA) — Ministerio de la Produccion
(PRODUCE), este monto se distribuyd principalmente entre los puertos de Paita (10 987
toneladas), Pucusana (7783 toneladas), Coishco (6664 toneladas), Matarani (5056
toneladas), llo (5035 toneladas), Chimbote (4968 toneladas) y Callao (4963 toneladas)
(cuadro 3).
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Cuadro 3: Principales puntos de desembarques de perico en Peru, entre 2009 a 2012.
(PRODUCE - DGP, 2014). Datos en toneladas.

Punto de

desembarque 2009 2010 2011 2012
Paita 9225 25471 22812 10987
Chimbote 10200 1268 2351 4968
llo 4847 5308 2130 5035
Pucusana 4799 3151 2137 7783
Callao 4615 5229 4189 4963
Matarani 4175 4157 17 5056
Coishco 3954 638 3685 6664

Caleta La Cruz 1240 51 4 239
Veégueta 2810 0 2485 3146
Total Nacional 57154 53358 43688 58961

Segun el primer Censo Nacional de la Pesca Artesanal del ambito Maritimo,
realizado en 2012, la flota en ese afo fluctuaba alrededor de las 2141 embarcaciones (INEI-
PRODUCE, 2012a) y el numero de pescadores especializados en este recurso fue de 4269
personas (INEI- PRODUCE, 2012b).

Peru es un pais clave para el desembarque de este recurso a nivel mundial. En el afio
2012, ultimo registrado en las estadisticas FAO (2014 y 2015a) capturé el 51,3% del total
mundial; mientras que los paises que le siguen, Ecuador y Taiwan, representaron 14% y 9%
respectivamente. (FAO 2014, figura 3). Ademas, la consolidacion de Per( como pais
productor de perico es reciente, no es, si no luego del fenémeno El Nifio de los afios 1997-
1999 que se desarrolla una flota especializada en la captura de este recurso (figura 4); en el
afio 2011 se construyeron 253 embarcaciones, mientras que en el afio 2000 solo 39. Ayala 'y
Sanchez-Scaglioni (2014) sefialan que las capturas de perico se incrementaron
significativamente después de 1998 debido al aumento en el tamafio de la flota. Una
caracteristica importante de esta pesqueria es que este recurso presenta una estacionalidad

en sus desembarques bien marcada en épocas de verano y primavera. Este patron se ha
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cumplido a lo largo de la historia en todos los diferentes puntos de desembarque del pais
(De La Puente et al, 2015).
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Figura 3: Desembarques histdricos de perico a nivel mundial (FAO 2014)
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Figura 4: Numero de embarcaciones periqueras construidas por afio a lo largo del
tiempo (PRODUCE, 2015)
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Es importante mencionar que esta especie tiene dos usos principales de consumo: en
estado fresco y congelado (Figura 5), el primero principalmente destinado al consumo

interno a nivel nacional y el segundo reservado para la exportacion.
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Figura 5: Desembarques de Perico segun destino de consumo entre el afio 2000 y
2012. (PRODUCE — DGP, 2014)

IV.2.3.Exportaciones:

En el afio 2014, el perico significo el 7% del total de productos pesqueros
exportados en el rubro congelado. En dinero se obtuvieron divisas equivalentes a 73.2
millones de dolares FOB y el mercado fue dominado por Estados Unidos de Norteamérica
con un 70% de participacion. Le siguen Venezuela con 9, Guadalupe con 6% y Brasil con
5%. En peso se registraron alrededor de 12,5 mil toneladas métricas en exportaciones
(PROMPERU, 2015). En los ultimos afios Estados Unidos de Norteamérica ha sido el
mayor comprador de perico peruano, dejando a Venezuela en un segundo lugar con una
amplia diferencia (figura 6). Un comprador potencial de perico es Brasil, quien recién ha
aparecido en el espectro el afio 2012 y ha pasado de no importar perico a Per( a hacerlo en

el 2014 por un monto de 3.3 millones de délares FOB.
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Figura 6: Principales paises a los que Peru exportd perico entre el 2010 y 2014
(PROMPERU, 2015; PROMPERU, 2014; PROMPERU, 2013; PROMPERU, 2012 y
PROMPERU, 2011).

I\V.3.Definicion de Stocks
I\VV.3.1. Definicién

La identificacion de stocks es un tema central en las ciencias pesqueras y €s un pre
requisito para la evaluacion y manejo de los mismos (Cadrin et al, 2014). Si hablamos de
conservar especies amenazadas, la identificacion de stocks nos sirve para definir la unidad a
conservar; mientras que al hablar de pesquerias, nos sirve para definir la unidad a manejar
(Baker y Pichler, 2009). La justificacion méas simple para entender la importancia de definir
stocks es el que son necesarios para la evaluacion de recursos hidrobioldgicos, dado que los
modelos poblacionales asumidos parten de tener grupos de poblaciones definidos (stocks),
los cuales tienen parametros vitales homogeéneos (crecimiento, madurez, mortalidad, etc.),
ademaés de un ciclo de vida cerrado (Cadrin et al, 2014). Por ejemplo, no se podria estimar
el rendimiento maximo sostenible, un concepto basico en manejo pesquero gque consiste en
ser la fraccion de la biomasa que puede explotarse sin poner en riesgo el stock, si es que

antes este no se le ha delimitado.
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En el caso de especies marinas es especialmente dificil delimitar unidades
poblacionales debido a que usualmente hay una obvia ausencia de barreras geograficas.
(Baker y Pichler, 2009) o estas no son identificables a simple vista, como si lo podrian ser
para especies del ambito terrestre. Por esta razon se hace mas necesario el recurrir a
técnicas indirectas de identificacion de stocks pesqueros: pruebas genéticas, morfometricas,

de marcaje u otras.

Desde el punto de vista genético, un stock es una unidad reproductivamente aislada
que es genéticamente distinta. (Kochzius 2009). Sin embargo una unidad de stock no debe
solo ser concebida exclusivamente como una poblacién definida desde el punto de vista
bioldgico (ej: genético); hay que considerar también el aspecto operacional que contribuya
a manejar adecuadamente una pesqueria (Secor, 2014). Por tal razon Secor (2014) decide
utilizar la definicion de la U.S. Magnuson Stevens Fisheries Conservation Act, descrita en
NOAA (2007), la cual define como stock a un grupo de especies, subespecies, agrupacion
geografica de peces u otra categoria de agrupacion de peces capaz de ser manejada como

una unidad.

IV.3.2. Técnicas de identificacion de stocks pesqueros

En la actualidad se han desarrollado diferentes técnicas de identificacion de stocks
pesqueros. Estas se complementan para tener mejores y mas argumentos para justificar la
existencia de uno o mas stocks pesqueros de algin recurso en algun area especifica. Lineas
abajo se explican algunas de las técnicas usadas para la definicion de stocks pesqueros; sin
embargo existen muchas otras pruebas que pueden ser informativas para este tipo de
estudio, por ejemplo, el estudio de las marcas de crecimientos en estructuras calcareas
(Brophy, 2014), la composicién quimica de las partes duras de los peces (Keer y Campana,
2014), perfiles de &cidos grasos (Grahl-Nielsen, 2014), el uso de informacion de los

estadios primarios de vida (Hare y Richardson, 2014), entre otras.
Morfomeétricas y meristicas

Cadrin (2014) postula que los patrones de variacion morfométricas en recursos
hidrobioldgicos pueden indicar diferencias en el crecimiento y grado de madurez porque la
forma del cuerpo es un producto de la ontogenia (formacion y desarrollo del individuo
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segun el diccionario de la Real Academia de la lengua espafiola). Para la identificacion de
stocks el analisis morfométrico provee informacién fenotipica del stock, que aungue es
menos conservadora que las definiciones genéticas permite entender patrones
poblacionales. Las medidas ontogénicas influencian muchos atributos de una poblacion (ej:
reproduccion, fecundidad, longevidad, estructura de tallas, etc.), los cuales estan
intimamente relacionados con las dinamicas poblacionales (capacidad de carga,
productividad, resiliencia, etc.). Por su parte, las caracteristicas meristicas son estructuras
que pueden ser medidas (como medidas de longitud o el nimero de espinas y vértebras) y
también son Utiles para estudiar la discriminacién de stocks porque pueden indicar que el
desarrollo temprano ocurrié en areas separadas o bajo diferentes condiciones (Chase,
2014).

Anélisis parasitoldgicos

Mackenzie y Abaunza (2014) definen como principio fundamental del uso de
parésitos en estudios poblacionales es que un pez puede infectarse con un parasito solo
cuando esta dentro del area endémica del parasito. Es decir en el area geografica donde éste
tiene condiciones favorables, bidticas y abidticas, para su transmision y desarrollo de su
ciclo de vida. Por este motivo esta técnica nos brinda informacién poblacional
complementaria al resto de pruebas de definicién poblacional.

Anaélisis genéticos.

Los andlisis genéticos, entre otras cosas, permiten definir unidades de manejo o
stocks (Moritz, 2002 en Rocha y Gasca, 2007; Kochzius 2009). Son herramientas
importantes para determinar si stocks locales son distintos o para determinar el grado de

flujo de individuos entre stocks (Warm, 2000).

IV.4. Conceptos basicos de genética y genética de poblaciones:
IV.4.1. Conceptos basicos

ADN
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El &cido desoxirribonucleico, ADN, es un polimero de nucleoétidos formados por un
azucar de cinco carbonos (desoxirribosa), una base nitrogenada (que puede ser adenina,
timina, citosina o guanina) y una molécula de fosfato (Falcon y Valera, 2007). Esta
macromolécula contiene la informacion genética, y la base quimica de la herencia (Harper
et al, 1980), que luego se transcribira en ARN para crear proteinas; las cuales son
moléculas fundamentales en las células, dado que funcionan como enzimas, materiales

estructurales, lubricantes, moléculas transportadoras, etc. (Harper et al, 1980)
PCR (Polymerase Chain Reaction o reaccion en cadena de la enzima polimerasa)

Es una reaccion en cadena que permite generar, con ayuda de un equipo modulador
de temperaturas llamado termociclador, millones de copias de una region especifica del
ADN (Allendorf y Luikart, 2007). Esto se conoce como amplificacion del ADN y consta de
tres partes principales, las cuales se repiten ciclicamente para generar un incremento
exponencial del numero de secuencias amplificadas. Estas son: 1.- Desnaturalizacion:
permite separar las dos hebras del ADN dejandolas como cadenas simples, 2.-
Alineamiento (annealing): en esta etapa se enfrian las hebras de ADN permitiendo el
ingreso de los primers y 3.- Extension: nuevamente se aumenta la temperatura al nivel
optimo en el cual la enzima taq polimerasa pueda afadir nucleétidos para producir una
copia complementaria del fragmento de ADN deseado. Este proceso se repite entre 28 y 35
veces para tener un namero considerable de secuencias (amplicones) para los analisis que

se requieran (Figarelli, 2007)

Ecologia molecular y genética de poblaciones.

La ecologia molecular es una rama de la ecologia, la cual se define como el empleo
de herramientas moleculares para resolver problemas ecoldgicos y se ha enfocado en los
problemas poblacionales, como la definicion de una poblacion y la identificacion de sus
limites o la estimacion del flujo génico. (Eguiarte y Souza, 2007). Por su lado, Hamilton,
(2009) postula que la genética poblacional es un dialogo entre predicciones basadas en los
principios de la herencia mendeliana y los resultados obtenidos de mediciones empiricas de
genotipos y frecuencias alélicas. Existen muchos mecanismos evolutivos que afectan la
distribucion de las frecuencias alélicas en una especie, como lo son la mutacion, patrones

de apareamiento, flujo génico, deriva génica y seleccion natural, los cuales incrementan o
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disminuyen la variacion genética de una especie. Este conocimiento es usado y combinado
en genética poblacional con la meta de construir un conjunto de predicciones comprensivas

que puedan ser aplicados a cualquier especie y sistema genético.
Seleccion positiva y neutra:

De la teoria de Darwin-Wallace, se desprende que los organismos son producto de
una historia evolutiva, a partir de modificaciones de un ancestro en comun (Castillo, 2007)
y que ademas el principal mecanismo de la evolucion es la seleccién natural de estas
variaciones hereditarias (Futuyma, 1986 en Castillo, 2007). Por seleccion se entiende la
reproduccion diferencial de algunos fenotipos/genotipos sobre otros bajo ciertas
condiciones ambientales que prevalecen en un momento determinado (Futuyma, 1986; Li,
1997 en Castillo, 2007). Sin embargo, con la evolucion de la ciencia a nivel molecular, se
llegd a que no toda la variacion genética podia ser justificada por efectos de la seleccion
natural. Por esta razon nace el concepto de teoria neutra, teoria que postula que la mayoria
de las variaciones moleculares ocurren de manera aleatoria y no tienen importancia
adaptativa (Castillo, 2007).

Flujo génico:

El flujo génico se refiere a todos los mecanismos que generan movimiento de genes
de una poblacion a otra (Aguirre, 2007). Es un componente importante en la estructura de
las poblaciones. Por ejemplo, en especies en las que el flujo génico es alto, éste puede
actuar como una fuerza que la mantiene integrada. Se esperaria que todas las poblaciones
de esa especie evolucionen de manera conjunta, a menos que esto sea contrarrestado por
fuerzas de seleccidn o deriva génica (Aguirre, 2007). Por otro lado, si el flujo génico es
muy bajo, éstas (las poblaciones) empiezan a divergir, lo que puede contribuir al
aislamiento reproductivo y al establecimiento de linajes evolutivamente independientes
(Slatkin, 1994 en Aguirre, 2007)

Gracias al desarrollo de técnicas y analisis moleculares, es posible estimar el flujo
génico de una manera detallada y con mayor resolucion. Se basan principalmente en
observar la distribucion espacial de alelos en las poblaciones para hacer inferencias de los

niveles o patrones de flujo génico en las poblaciones” (Slatkin, 1985a en Aguirre, 2007).
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“La mayoria de los modelos teoricos de flujo génico... suponen que los organismos estan
formando poblaciones discretas — modelo de islas — que se diferencian por mutacion y
deriva génica o bien que forman poblaciones con una distribucion continua — modelo de
aislamiento por distancia — en donde la probabilidad de flujo génico disminuye al

incrementarse la distancia espacial.” (Aguirre, 2007)

IV.4.2. Marcadores moleculares utilizados en genética de poblaciones

Historia:

La aplicacién de técnicas moleculares en la investigacion de pesquerias comenzé en
la década del cincuenta del siglo pasado, investigando variantes de los grupos sanguineos
en tunas, salmdnidos y bacalao, con la finalidad de analizar estructura poblacional (Ligny
1969 en Kochzius 2009). Sin embargo estos métodos no fueron ampliamente adoptados
debido a que la distribucion genética era detectada mediante la determinacion de
polimorfismos proteicos haciendo electroforesis, cuya variacion era muy baja (Ward y
Grewe 1994 en Kochzius 2009). Aunque estos marcadores, conocidos como aloenzimas,
son faciles de manejar, sus resultados son reproducibles y el costo es bajo, motivo por el
cual fueron ampliamente aplicados; la técnica fue cuestionada debido a que su resolucién
para analisis poblacionales ha mostrado ser menor a la de trabajos con marcadores de ADN.
Ademas de cuestionarse la neutralidad de algunos loci y lo engorroso que resulta la

necesidad de sacrificar al objeto de estudio y requerir una muestra fresca (Kochzius 2009).
Marcadores de ADN:

Hay una gran cantidad de métodos para detectar variaciones en las secuencias de
ADN de poblaciones naturales. Cabe mencionar que no existe una técnica que sea
universalmente mejor que las demas; sino cada una de ellas presente mejor o peor
desempefio dependiendo de la pregunta que se busque responder (Allendorf y Luikart,
2007); por otro lado, resulta comodo el trabajo con marcadores de ADN, debido a que el
requerimiento de tejido es minimo y su preservacion es relativamente sencilla, basta con
conservarlos en etanol al 96% a temperatura ambiente. (Kochzius 2009). A continuacion

una pequefa descripcion de tres de los principales marcadores utilizados:
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ADN mitocondrial (ADNmt)

El ADN mitocondrial es una molécula pequefia y circular, que es caracterizada por
tener una alta tasa mutacional, lo cual genera correspondientemente altos niveles de
polimorfismo y divergencia (Avise, 1999 en Antoniou y Magoulas, 2014). Esto hace al
ADN mitocondrial informativo para la determinacion de estructuracion genética
poblacional y para realizar inferencias de la historia evolutiva poblacional (Antoniou y
Magoulas, 2014; Kochzius 2009). EI ADNmt de animales resulta especialmente valioso
porque facilita el entendimiento de patrones de variacion genética, principalmente en la
reconstruccion de arboles filogenéticos. Esto es gracias a que es haploide, y en la mayoria
de especies, el ADNmt se hereda por la linea materna. Esto evita la mezcla estocastica que
usualmente se da por la recombinacion genética durante la meiosis, y con esto, la

posibilidad de variacion de partes de la cadena de ADN (Allendorf y Luikart, 2007).

Microsatétiles o STR -Simple Tandem Repeat 0 VNTRs - Variable Number of
Tandem Repeats 0 SSRs - Simple Sequence Repeats:

Los Microsatétiles son los marcadores moleculares de ADN mas ampliamente
usados en genética poblacional para mapeo genémico, ecologia molecular y estudios de
conservacion. (Allendorf y Luikart 2007, Kochzius 2009). Son secuencias que se componen
de repeticiones en tandem de patrones de uno a seis nucledtidos (ejemplo:
CGTCGTCGTCGTCGT, el cual se puede representar como CGTs) y son altamente
polimdrficos, mostrando un rango de variabilidad alélica de entre 5 y 100 repeticiones
(Allendorf y Luikart, 2007).

Se caracterizan por tener una alta tasa de mutacién y esto genera una amplia
variacion alélica y altos niveles de heterocigosidad (Wright y Bentzen, 1994). Usar
microsatélites provee mejor resolucion para detectar estructura poblacional en areas
geograficas relativamente largas, aun en especies con alta capacidad de dispersion (Waples
1998, en Tripp-Valdez et al, 2010).

Entre sus principales atributos tenemos:
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e Son abundantes (Wright y Bentzen, 1994).

e Algunos de ellos, y éstos son los que se identifican para estudios genéticos,
presentan niveles extremamente altos de variacion alélica (polimorfismo).
Esta caracteristica los hace especialmente atractivos en especies que
muestran niveles bajos de variacion con otros marcadores (aloenzimas, ADN
mitocondrial, entre otros.) o en especies geograficamente cercanas, en donde
la diferenciacion genética podria ser limitada (Wright y Bentzen, 1994).
También en poblaciones pequefias 0 en especies amenazadas (Allendorf y
Luikart, 2007).

e Son marcadores codominantes y se pueden usar para medir el alejamiento
del equilibrio de Hardy-Weinberg para obtener informacion acerca de la
estructura poblacional. (Wright y Bentzen, 1994)

e Presentan una alta tasa de mutacién; usualmente fluctia en una mutacién por
cada 1000-10000 meiosis (10 — 10 por generacion). Estas mutaciones se
expresan como el cambio en el nimero de repeticiones en tandem, siendo lo
usual el incremento o decremento de una unidad de repeticion (Allendorf y
Luikart, 2007).

e A pesar de que las repeticiones en tandem son altamente mutables, su par de
primers son muy estables, motivo por el cual son muy efectivos e inclusive
es usual utilizar primers descubiertos para una especie especifica, en otras

especies taxonomicamente diferentes (Allendorf y Luikart, 2007).
Kochzius (2009), menciona algunas de las desventajas de los microsatélites:

e Problemas en el escoreo de los genotipos (determinacion del par de alelos de
algin individuo): observacion de stutter bands o bandas fantasma. Esto
puede causar una confusion en la genotipificacion y por ende, un error que
se arrastrara en todo el proceso.

e Presencia de alelos nulos: son alelos que se muestran vacios debido a errores
durante el PCR debito a mutaciones en la secuencia donde se pegaria el

primer. Esto puede generar el genotipificar un exceso de homocigotes.

Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs - Single nucleotide polymorphisms)
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Los SNPs son los mas abundantes marcadores de polimorfismo en el genoma, con
un indice de ocurrencia de uno por cara 500 pares de bases de nucle6tidos en la mayoria de
poblaciones naturales de animales (Brumfield et al, 2003 y Morin et al, 2004 en Allendorf
y Luikart, 2007). Son unos marcadores dialélicos, que se encuentran en regiones tanto
codificantes como no codificantes del ADN y son atractivos para determinar estructura
poblacional por muchos motivos. Entre estos porque se pueden genotipificar rapidamente y
con una baja tasa de error, ademas de que permiten analizar al mismo tiempo tanto las
variaciones en regiones neutrales como en regiones bajo seleccion natural y con esto
producir informacion mas detallada sobre la subdivision poblacién en comparacion a los

marcadores neutrales (Ej: micosatélites) (Mariani y Bekkevold, 2014).
IV.4.3. Medidas de la diversidad genética y estructura poblacional
Heterocigosidad (He) y Numero efectivo de alelos (Na):

Nei (1987) en Allendorf y Luikart, 2007 define la heterocigosidad como diversidad
genética y esta dada por la proporcion promedio de heterocigotos por locus en una
poblacién apareada aleatoriamente o la proporcion esperada heterocigotos en los loci de un
individuo elegido aleatoriamente. Es un valor que no se ve afectado por el tamafio muestral,

siempre y cuando se examinen un gran ndmero de loci.

El nimero total de alelos en un locus es usado como una medida de la variacion
genética; sin embargo, éste es altamente dependiente del tamafio muestral y puede no ser
significativo debido a la presencia de muchos alelos de baja frecuencia (Allendorf y
Luikart, 2007).

Equilibrio Hardy-Weinberg (H-W)

Es el modelo mas simple para describir las caracteristicas genéticas de una
poblacién y se basa en el uso de las frecuencias alélicas en un locus para hacer
comparaciones entre las heterocigosidades obtenidas del muestreo y las esperadas bajo el
modelo H-W. Este modelo asume que las poblaciones son de gran tamafio, se aparean de
manera aleatoria y no hay factores que puedan causar cambios genéticos entre

generaciones, como mutaciones, seleccién natural o inmigracién (Allendorf y Luikart,
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2007; Hamilton, 2009). Por lo tanto este modelo asume que las poblaciones no
evolucionan, lo cual significa que mantienen sus frecuencias alélicas y genotipicas
constantes a lo largo de las generaciones (Allendorf y Luikart, 2007). Esta basado en una
situacion simplificada o idealizada en donde no ocurren procesos externos y las frecuencias

genotipicas son el resultado de combinaciones aleatorias (Hamilton, 2009).

Las expectativas (H-W expectations) de Hardy-Weinberg se utilizan cominmente
para medir las desviaciones de un modelo nulo, en el cual se cumplen los supuestos
mencionados. Las poblaciones que muestran frecuencias genotipicas que no se ajustan a las

expectativas H-W evidencian que ha sufrido uno o mas procesos evolutivos.
indice de fijacion - Fis:

Los patrones de apareamiento frecuentemente no presentan el apareamiento
aleatorio asumido por Hardy-Weinberg. Por tal razon, el indice de fijacion (Fis) es usado
para comparar cuanta heterocigosidad es presentada en una poblacion (Ho) en funcion a la
esperada bajo apareamiento aleatorio (He), en donde las frecuencias esperadas se
encuentran en equilibrio H-W. El indice de fijacion puede fluctuar desde -1 hasta +1,
siendo los valores negativos indicadores de exceso de heterocigosidad mientras que los

positivos, exceso de homocigotes (Hamilton, 2009).
Estadistico Fst o Estadistico de Wright

Es usual que las probabilidades de un apareamiento aleatorio dentro de poblaciones
grandes estén limitadas, es decir, que éstas se encuentren desviadas del equilibrio H-W. Es
mas probable que dos individuos se reproduzcan debido a su cercania dentro de la
poblacion. Este comportamiento genera heterogeneidad a lo largo de la poblacion, lo que se
conoce estructura poblacional (Hamilton, 2009). Fst es la medida mas usada para describir
la diferenciacidn genética en poblaciones debido a la deriva genética entre subpoblaciones,
mide cuan diferentes genéticamente son dos poblaciones y refleja la proporcion de la
variabilidad genética. Los valores de Fst pueden variar entre 0 y 1, siendo cero para

poblaciones idénticas y uno para poblaciones complemente diferentes (Wright, 1978).
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IV.4.4. Generalidades en genética de poblaciones en recursos pesqueros altamente
migratorios y detalles especificos de Coryphaena hippurus que lo diferencian del resto de

recursos migratorios:

Generalmente los peces marinos muestran bajos niveles de diferenciacion genética
(Ward, 2000).Muchos estudios han revelado que lo genéticamente esperado para especies
oceanicas pelégicas es la homogeneidad a grandes escalas geogréficas (Rocha-Olivares, et
al. 2006). Jorgensen et al (2005) en Rocha-Olivares, et al. 2006 sefialan 3 razones por las
que los peces pelagicos migratorios y ampliamente distribuidos comparten caracteristicas
bioldgicas que pueden limitar la diferenciacion genética entre localidades distantes. Estas

son:

e Grandes grupos de desovantes, los cuales limitan los efectos de la deriva
génica.

e Ausencia de aparentes barreras para la migracion, lo que permite
movimientos interoceanicos y en algunos casos transoceanicos.

e Capacidad intrinseca de dispersion a grandes distancias, o que permite altos
niveles de flujo génico, tanto en etapas tempranas de la vida (transporte
pasivo o transporte larval) como por migracion de adultos (transporte

activo).

Ward et al (1994) al comparar niveles de diversidad genética en peces marinos, de
agua dulce y anaddromos, encontré que el grado de diferenciacién genética en
subpoblaciones es mayor en especies de agua dulce que en las marinas. Es probable que las
subpoblaciones marinas intercambien entre 10 y 100 veces mas migrantes por generacion
que las subpoblaciones de agua dulce, debido a la relativa ausencia de barreras para la

dispersion en los ambientes marinos.

El Perico, a diferencia de otras especies pelagicas migratorias, tiene un crecimiento
muy rapido. Esto permite suponer que su estado plancténico es lo suficientemente corto
para limitar su tiempo a la deriva de las corrientes oceanicas y por ende, el flujo génico por

transporte pasivo (Rocha-Olivares et al. 2006).
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En un estudio de marcacion realizado desde 1973 en Australia, realizado a 12 600
especimenes con un porcentaje de recuperacion cercano al 0.86%, se encontrd que el perico
se mueve grandes distancias, siendo superiores a los 440 kilémetros con una velocidad
mayor a los 20 kilémetros por dia. El tiempo entre la captura y recaptura vario entre 0 y
360 dias y la distancia entre el punto de inicio y el final varié entre 0 y 400 kilébmetros. A
pesar de esta gran movilidad, la mayoria de peces fueron capturados cerca de los objetos
flotantes donde fueron marcados (Kingsford y Defries, 1999). Esto puede diferenciar a esta
especie del resto de especies altamente migratoria, debido a que a pesar de tener una
capacidad de movilidad alta, sus preferencias las mantienen cerca de las zonas habituales.
Sin embargo, es discutible que el coeficiente de recaptura sea tan bajo; es posible que el
grueso de los individuos se haya perdido en otras zonas.

IV.5. Trabajos previos en genética de poblaciones de C. hippurus

Tripp-Valdez, et al. (2010) mide la variacion genética de cinco microsatélites (los
mismos que se utilizan en el presente estudio) de individuos capturados en cinco zonas en
2005 y en ocho zonas en 2006. Su objetivo fue detectar la estructura poblacional del Perico
en el golfo de california y aguas cercanas. Encontraron altos niveles de variacion genética,
una sutil pero significante heterogeneidad espacial y temporal. Sin embargo, no se logré
detectar diferenciacion genética. Esto sugiere que a pesar de la leve heterogeneidad
detectada en la region, el C. hippurus forma una poblacion panmictica simple con alta

variacion y flujo génico.

Bayona (2011) evalu6 los niveles de variabilidad genética y conectividad mediante
la amplificacion de cinco loci microsatelitales (los mismos que se utilizan en el presente
estudio) en un total de 720 individuos provenientes de 13 localidades del océano pacifico;
de las cuales ocho se encontraron en México y las cinco restantes fueron Peru, Ecuador,
Hawaii, Japon y Nueva Caledonio. Los resultados arrojaron una pequefia sefial de
diferenciacion entre poblaciones (Fst = 0.006 y p = 0.002) y sugiriendo la presencia de
diferentes stocks de perico en el océano pacifico. Estos resultados se respaldaron en
caracteristicas poblacionales de la especie: dispersion limitada debido a fidelidad a sitios de
agregacion, estadio larvario y tiempos generacionales cortos y movilidad restringida por la
temperatura superficial del agua.
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En Rocha-Olivares, et al (2006) se evalta los niveles de variabilidad genética y
conectividad entre poblaciones a dos escalas: una regional (pacifico oriental) y una
oceanica: entre el pacifico central y el oriental). Para esto usaron marcadores RFLPs
(Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion) del gen mitocondrial NADHL.
Los resultados presentaron niveles de estructura genética altamente significativos (¢st =
0,029, P = 0,004, AMOVA) entre Perico muestreado en Baja California Sur, Sinaloa y

Hawaii.

Diaz-Jaimes et al (2006) colectaron muestras de cuatro afios consecutivos de cuatro
localidades del pacifico central este: del 2002 al 2005 en Baja California Sur, Sonora,
Sinaloa y Chiapas. Evaluaron la variacién en 751 pares de bases del gen mitocondrial
NADH sub unidad 1 para medir la presencia de estructura genética poblacional. Los
analisis revelaron que no hay diferencias significativas entre las muestras en cada localidad

a traveés de los afios y tampoco al comparar las cuatro localidades.

Diaz-Jaimes et al (2010) estudio la conectividad y demografia histérica de C.
hippurus en poblaciones del atlantico, indico, pacifico y mediterrdneo mediante el uso de
secuencias del gen mitocondrial NADH sub unidad 1. Los analisis moleculares de las las
varianzas — AMOVAs revelaron divergencias significativas entre océanos habiéndose
definido tres grupos filogénicos localizados en el indo-pacifico, atlantico este y el mar
mediterraneo. Sin embargo a nivel de estructuracion poblacional no fue posible observar
claramente una diferenciacion genética entre las poblaciones del indo-pacifico y atlantico.

Esto sostiene
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V.  Materiales y métodos
V.1. Toma de muestras:

Se obtuvieron muestras de tejido de C. hippurus de diferentes locaciones del
Océano Pacifico Sureste, con el objetivo de cubrir el espectro latitudinal del Pera (figura 7).
En el caso de las colectas correspondientes a los puntos 1, 2, 3 y 4, se realizaron en la zona
de pesca a bordo de embarcaciones pesqueras artesanales; mientras que las muestras 5, 6 y
7 se tomaron en puerto en el momento del desembarque. Mayor detalle de los dias de cala 'y
de colecta de muestras, coordenadas de las calas, embarcaciones responsables de la pesca y
numero de muestras en el cuadro 4 y la Fig. 7. También se registré la longitud horquilla

(LH) y el sexo (Cuadro 5), asi como una fotografia de cada individuo).
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Figura 7: Locacion de los puntos de colecta de muestras de C. hippurus en el
Océano Pacifico Sureste. (1: Chimbote, 2: Casma, 3: Huanchaco, 4: Sechura, 5: Végueta, 6:

Icasury 7: Tacna sur)

37



Con la intencion de hacer mas simple las comparaciones entre puntos, se les asigné
como nombre a cada uno de los puntos de muestrales, el de la localidad pesquera mas
cercana a la latitud en que se hizo cada uno de los muestreos. En ese sentido y a lo largo del
presente trabajo nos referiremos a los nombres de estas localidades para referirnos a cada
uno de los puntos muestrales de la siguiente manera: 1) Chimbote, 2) Casma, 3)
Huanchaco, 4) Sechura, 5) Végueta, 6) Ica sur y 7) Tacna sur. Asimismo, debido a la no
significancia de una prueba preliminar de Fst entre pares de poblaciones (resultados no
presentados), se decidi¢ trabajar los puntos muestrales de 1) Chimbote, 2) Casma y 3)
Huanchaco como uno solo. El presente trabajo se refiere a la zona Ancash-Libertad cuando

menciona a esos puntos en su conjunto.

Todas las muestras se conservaron en alcohol al 70% dentro de crioviales de
plastico de 2 ml de volumen y a una temperatura de entre 0 a 4 °C. Se transportaron desde
el punto de coleccién hasta el laboratorio procurando no cortar la cadena de frio. Luego se
almacenaron a una temperatura de -80°C hasta el momento de realizar la extraccion del
ADN.

Para evitar el deterioro de las muestras, por contaminacion del ambiente o por

descomposicion, se sigui6 el siguiente protocolo de toma de muestras:

1.-Los materiales de coleccion: tijeras, pinzas, frascos colectores, botellas
con alcohol etilico de 70%, hipoclorito al 10%, etc., deben de mantenerse a bordo

en un lugar especial que lo proteja de la contaminacion.

2.- Los frascos colectores fueron previamente llenados con alcohol etilico al
70%, dentro de ellos se sumergiran las muestras tomadas. Para el debido

reconocimiento en laboratorio de las muestras, éstas deberan estar rotuladas.
3.- Antes de realizar cada colecta, se debe desinfecto la tijera y la pinza con

un algodon remojado en solucion de hipoclorito al 10% y luego con un algodon

remojado en alcohol etilico de 70%.
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4.- La colecta consiste en separar un pedazo tejido de los especimenes, ya
sea de la aleta dorsal o de tejido muscular (interpectoral). En el caso de aleta dorsal
se tomaron, dependiendo del tamafio del individuo, los ultimos radios de la aleta;
tomando 1 radio para especimenes grandes (mayores a 90 cm de longitud horquilla)
y hasta 3 radios para especimenes pequefios. Para musculo se tomd un area

aproximada de 2 cm2.

5.- Se colocé el tejido obtenido en el frasco con alcohol etilico al 70%. Se
tapd y verifico que esté sellado herméticamente. Por Gltimo se rotulé con un cédigo

que luego facilite el reconocimiento de la muestra.

6.- Las muestras colectadas se almacenaron inmediatamente en una caja
adiabatica que se mantuvo a aproximadamente 4°C durante el tiempo que demoro

su traslado de la embarcacion al laboratorio.

7.- En el laboratorio de la Genomics Research Unit de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia se realizd un recambio de alcohol y se almacenaron a -
80°C.

Ademas de la informacidn recabada en el rotulo de cada tubo, se procuré registrar
en una bitacora de campo los siguientes datos: tipo de tejido colectado, lugar de colecta,
coordenadas geograficas de la colecta, fecha de la colecta, sexo de los especimenes,
longitud horquilla de la especie y fotografia de la misma. El cuadro 4 detalla los datos méas

relevantes de cada uno de los puntos muestrales.
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Cuadro 4: Detalles de las colectas de tejido de C. hippurus obtenido entre enero y
febrero de 2014. (Calas: 1: Chimbote, 2: Casma, 3: Huanchaco, 4: Sechura, 5: VVégueta, 6:

Ica sury 7: Tacna sur)

Dia de Coordenadas de cala
Cala | Embarcacion| Dia de cala | colecta de Localidad n
muestras Sur Oeste
Gustavo -
1 15/01/2014 | 15/01/2014 | Chimbote 9°22' 81°17 32
TA42274-BM
Gustavo -
2 17/01/2014 |17/01/2014 Casma 9°44' 80°11' 14
TA42274-BM
Gustavo -
3 19/01/2014 | 19/01/2014 | Huanchaco 8°13' 80°50' 24
TA42274-BM
Maria Gloria -
4 22/01/2014 | 22/01/2014 Sechura 5°40' 81°56' 40
CE38516-CM
Maria Gloria -
5 12/01/2014 | 23/01/2014 | Végueta 11°8' 80°40' 40
CE38516-CM
6 Don David 27/01/2014 | 29/01/2014 Ica Sur 14°48' 77°10' 42
7 08/02/2014 | 12/02/2014 | Tacna Sur 18°23' 72°37 49
241
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Cuadro 5: Sexo y talla promedio a la horquilla de los individuos de C. hippurus
muestreados (M = macho, H = hembra, LH = longitud horquilla):

Localidad Sexo Talla promedio
i H cm de LH
Chimbote 13 19 984
Casma 4 10 893
Huanchaco 6 17 905
Sechura 16 24 837
Végueta - i -
Ica Sur 15 28 923
Tacna Sur 15 34 839
Total 69 132 89.7

V.2. Extraccion de ADN:

La extraccion, cuantificacion y analisis de la calidad del ADN fueron realizadas en
el laboratorio Genomics Research Unit (GRU) de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia (UPCH).

Con la finalidad de encontrar un protocolo que permita obtener ADN de C. hippurus
de buena calidad, optimizando tiempo y recursos, se realizaron pruebas a pequefia escala
con los protocolos de extraccion con buffer de Chris-lysis, fenol-cloroformo y Chris-lysis

modificado (lavado adicional con acetato de amonio):

1.- Diferencias entre los protocolos de Chris-lysis (ANEXO 1) y Fenol-
cloroformo (ANEXO 2): Se realizaron ambos protocolos en tejidos del mismo
origen y se compararon los resultados obtenidos al visualizar la extraccion en un gel

de agarosa 0,9% tefiido con bromuro de etidio.

2.- Diferencias entre las extracciones en muestras de diferentes origenes: Se
realizd el proceso de extraccién en condiciones similares para muestras de aleta

dorsal y musculo ventral. Ademas, la aleta dorsal no es un tejido homogeéneo sino
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una mezcla de musculo, piel y cartilago por lo que se considerd necesario evaluar
las diferencias entre estos.

3.- Diferencias en la eficiencia para obtener amplicones de microsatélites,
utilizando ADN extraido con el método Chris-lysis y ADN extraido con el mismo
método pero utilizando un lavado adicional con acetato de amonio 0.3M previa re

precipitacion del ADN con isopropanol.

Luego de realizar las diversas pruebas preliminares de extraccion, se decidid
obtener ADN gendmico del total de muestras utilizando el método de Chris-lysis, debido a
que es un método sencillo y rapido, lo cual permite ahorrar tiempo y dinero al disminuir la
cantidad de reactivos y materiales plasticos necesarios. Este método nos dio las mejores
concentraciones de ADN por microlitro y una calidad optima. A pesar de tener una buena
cantidad de ADN y una calidad adecuada, este método presentaba mediciones elevadas en
las absorbancias a 230 mm de longitud de onda, por lo que se inhibieron las primeras
amplificaciones de prueba. Esto fue solucionado realizando un lavado adicional con
isopropanol y acetato de sodio 0.3M, lo que disminuyd la cantidad de contaminantes,
reduciendo con esto las probabilidades de inhibicién en las reacciones de PCR. Siguiendo
este protocolo se extrajo ADN de las 241 muestras con una efectividad cercana al 100%
(ANEXO 3). EI ADN extraido bajo el método de Chris-lysis fue medido en un
biofotdbmetro Eppendorf D30 para obtener la cantidad de ADN expresada en nanogramos
por microlitro (ng/ul) y la calidad expresada como el cociente entre la absorbancia de 260 y
280 nanometros de longitud de onda. Cabe mencionar que se consideran niveles 6ptimos de
calidad entre 1,8 y 2 (Eppendorf, 2014).

V.3. Amplificacién y registro de alelos de microsatélites.

La amplificacién y registro de alelos se realizé en el laboratorio Genomics Research
Unit (GRU) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).Este paso consistié en
aislar los fragmentos de ADN de interés para el presente estudio, es decir, las regiones en
donde se ubicaron los 5 loci de microsatélites de ADN nuclear al perico para poder aislarlos
del resto del ADN mediante la aplicacion de la técnica PCR. Luego estos productos fueron
registrados por tamafios (en pares de bases), en donde cada tamafio representa un

determinado alelo. Siendo los alelos de microsatélites, expresados en pares de bases como
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unidad de medida, los datos de entrada para todos los analisis posteriores de diversidad

genética y estructuracion poblacional.

Mediante diluciones, se llevé a una concentracion de 10 ng/ul a cada una de las
muestras de ADN de Coryphaena hippurus, por ser una cantidad manejable para las
reacciones de PCR. Para seguir un orden adecuado, que ademas permita facilitar el trabajo
en los pasos siguientes, las muestras de ADN diluido se colocaron en placas de PCR de 96

pocillos y 200 ml de volumen (Cuadro 6).

Cuadro 6: Distribucion de las muestras en placas de 96 pocillos para PCR.
(Muestras: A1-A32: Chimbote, B1-B14: Casma, C1-C24: Huanchaco, D1-D40: Sechura,
E1-40: Végueta, F1-F42: Ica sur y G1-G49: Tacna sur. Los cuadrados en negro muestras

posiciones vacias en la placa).

Placa 1

4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al | A9 | Al6 A24-| B7 | c1 | Cc9 |C16|C24 D15
A2 [A10 | A17 |A25| A32 | B8 | C2 |Cl0|C17| D1 | D8 | D16
A3 [A11|A18|A26| B1 | B9 | C3 |Cl1|cC18| D2 | D9 | D17
A4 |A12 | A19|A27| B2 |B10| C4 |[C12|C19 | D3 | D10 | D18
A5 | A13[A20[ A28 | B3 |[B11| C5 [C13|C20 | D4 | D11 | D19
A6 | Al4 |A21[A29] B4 [B12| C6 [ C14 | C21| D5 | D12 | D20
A7 | A15 | A22 |A30| B5 |B13| C7 |C15|C22 | D6 | D13 | D21
A8 A23 [A31| B6 [B14| Ca JJjjij c23 | D7 | D14 | D22

I G Mmoo w >

Placa 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
D23 | D31 | D38 | E6 -] E21 | E29 | E37 | F4 | F12 F27
D24 | D32 |D39 | E7 |E14 |E22 | E30 | E38 | F5 | F13 | F20 | F28
D25 | D33 D40 | E8 | E15|E23 | E31 | E39 | F6 | F14 | F21 | F29
D26 | D34 | E1 | E9 | E16 | E24 |E32 |E40 | F7 | F15 | F22 | F30
D27 |D35| E2 | E10 | E17 |E25 |E33 | F1 | F8 | F16 | F23 | F31
D28 |D36 | E3 | E11 |E18 | E26 | E34 | F2 | F9 | F17 | F24 | F32
D29 | D37 | E4 | E12 | E19 | E27 | E35 | F3 | F10 | F18 | F25 | F33
D30 E5 | E13 | E20 | E28 | E36 - F11 | F19 | F26 | F34

I G mmoOoO w >
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Placa 3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
F35 | G1 | G8 | G16 [Jjjj G31|G39 [ G47 | F4

F36 | G2 | G9 | G17 | G24 | G32 | G40 | G48 | G3
F37 | G3 |G10| G18 | G25 | G33 | G41 | G49 | A12
F38 | G4 [ G11| G19 [ G26 | G34 |G4a2 | Al | C21
F39 | G5 | G12 | G20 | G27 | G35 | G43 | B9 | D36
FAO | G6 | G13| G21 | G28 | G36 | G44 | C12 | E33
F4l | G7 | G14| G22 | G29 | G37 | G45 | D10 | F26
E!IGE G23 | G30 | G38 | G46 | E8 | G30

I &G nmmooO w >

Para la amplificacion de ADN se usé un termociclador Mastercycler® pro de la
marca Eppendorf, procurando usar placas de 96 pocillos, organizadas de la misma manera
que las placas de dilucién para asegurar la trazabilidad. Se procurd amplificar el integro de
las muestras para cada uno de los loci de microsatélites. Los insumos necesarios para las
reacciones de PCR fueron: Agua NFW (agua libre de nucleasas), Taq polimerasa y su
buffer, cloruro de magnesio (MgCl), dNTPs (nucledtidos), primers forward y reverse
(cuadro 7), M13 IRDye® 800 (fluréforo que permite la lectura de los microsatélites en
LiCor) y ADN. La combinacién de estos insumos (exceptuando el ADN) en proporciones
adecuadas para llevar a cabo una reaccion de PCR exitosa se denomina MasterMix.
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Cuadro 7: Lista de primers utilizados para cada locus. F: secuencia forward y R:
secuencia reverse (Tomado de Tripp-Valdez et al, 2010).

Nombre del )
Primers
Locus
Chio0?2 F: GAAAAACTCACACGGTCACTTG
i
R: GGCTTGCCAACCTGAGATTA
Chioos F: ATTGATGAGGGTTCAGACGG
i
R: GGCAGCAGTTCAGGAGGTTA
F: GGGCTCATGACACAAATTCC
ChiO08A
R: CCAAACATGTGAGTGCTGCT
Chio23 F: GATGGGAGACTCCAACCTGA
i
R: CCCATCTTGTGGAGGTTGAT
Chioa? F: GATATCAGGCCTCCTGCTTG
i
R: GGGATTGGTTCCCTCACTCT

En total se usaron 5 formulas para preparar el MasterMix correspondiente para cada
locus (las concentraciones utilizadas se detallan en cuadro 8). Luego se adicionaron
alicuotas de 7,5 ul del mismo en placas de PCR de 96 pocillos, las cuales en cada pocillo
contenian 2.5 ul de ADN a 10 ng/ul de concentracion de una muestra determinada. Para
evitar fallas de amplificacion, esta mezcla se homogeniz6é en un termomixer (Eppendorf
ThermoMixer®) a 800 RPM durante 5 minutos.
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Cuadro 8: Concentraciones finales usadas para la amplificacion de cada uno de los

locus de microsatélites.

Primer | Primer
Locus | Buffer | MgCl | dNTPs M13 | Taq | ADN
forward | reverse
. 15 0.2 0.6 0.06 | 0.05| 25
Chi002 1X 0.6 mM
mM mM mM X U | ng/ul
. 15 0.2 0.07 | 0.05| 25
Chi008 1X 1mM | 1mM
mM mM X U | ngiul
. 15 0.2 0.5 0.06 | 0.05| 25
Chi0O08A | 1X 0.5 mM
mM mM mM X U | ngul
. 15 0.2 0.05 | 0.05| 25
Chi023 1X ImM | 1mM
mM mM X U | ng/ul
. 1.5 0.2 0.7 0.07 | 0.05| 25
Chi037 1X 0.7 mM
mM mM mM X U | ng/ul

Las placas homogenizadas con MasterMix mas ADN, fueron amplificadas mediante
la técnica de PCR en un termociclador Eppendorf programado para hacer 31 ciclos con la
secuencia a.- 95° C de temperatura de denaturalizacion durante un minuto, b.- temperatura
de alineamiento durante un minuto (cuadro 9) y c.- 72° C de temperatura de extensién
durante un minuto. Adicionalmente de los 31 ciclos, se programé una denaturalizacion

inicial a 95° C durante 5 minutos y una extension al final de 72° C luego de los 31 ciclos.

Cuadro 9: Temperaturas de alineamiento para los 5 loci de microsatélites de perico

(Natalia Bayona, comunicacion personal).

Primer T °C
Chi008 61
Chi023 58
Chi002 60
Chi008A 62
Chi037 60
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A los productos de la PCR, de 10 ul de volumen final por pocillo, se les adicionaron
5 ul de Blue stop solution. Se denaturalizaron a 94 °C durante 5 minutos en un
termiciclador Eppendorf, seguido de un shock de frio, al exponer las mismas a una cubeta
llena de hielos durante al menos un minuto. Esto con la finalidad de mantener las hebras de
ADN amplificado separadas para facilitar la lectura de los microsatélites en el analizador

genético LiCor 4300 de marca Bioscience.

Para visualizar el tamafio de los alelos de microsatélite, en pares de bases (bp) en el
LiCor, se sembr6 0.5 ul de cada muestra en un gel de poliacrilamida de 6.5 % (mezcla de
gel matrix 6,5% marca LiCor, perfultato de amonio y TEMED - tetra metil etil endiamina).
Asi mismo se sembro el ladder 50 bp- 350 bp IRDye®, el cual es un marcador estandar de
tamafio que sirve de referencia al arrojar marcas de tamafios conocidos. Los geles se
instalan de forma wvertical en el equipo. Para mayor informacion acerca delas

especificaciones técnicas del funcionamiento del mismo se puede revisar LiCor (2012).

Los productos de PCR se separan por electroforesis durante una hora y treinta
minutos a 1500 voltios. Los alelos de microsatélite de cada locus en cada individuo se
visualizaron en un equipo LiCor (un ejemplo puede verse en el ANEXO 4).Posteriormente
estos resultados fueron analizados en el Software SAGA GT para Microsatélite (LiCor,
2005). Este programa permite genotipificar cada individuo; es decir, asignar un tamario, en
numero de pares de bases, comparando el tamafio que muestran los individuos en las
imagenes que se obtuvieron comparadas con el tamafio que muestran los ladders. Se realizé
este analisis en cada muestra y por cada locus, obteniendo una tabla de doble entrada en
donde se tienen los datos de los tamafios de los microsatélites para cada alelo, sean

homocigotos o heterocigotos.
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V.4 Procesamiento y analisis de datos.

El presente trabajo realizé el anélisis de la diversidad genética y de la estructuracion
poblacional mediante la realizacion de un conjunto de pruebas detalladas en la figura 7. La
diversidad genética se define como las medidas que cuantifican la magnitud de la
variabilidad genética dentro de una poblacién (Hughes et al., 2008)y la estructuracion
poblacional como la heterogeneidad en las frecuencias alélicas a través de una poblacion,
causada por un limitado flujo génico (Hamilton, 2009).

Procesamiento y andlisis de datos

Acondicionamiento de las muestras: Convertir a los formatos
requeridos por cada software a utilizar, analisis de alelos nulos y
eliminacién de errores estocasticos de amplificacién.

|
! }

Diversidad genética ]

Estructuracion poblacional

[ 3

Parametros de diversidad Fst entre pares de poblaciones
genética: Numero de alelos,
Heterocigosidad observada (Ho)
vy Heterocigosidad esperada (He)

Anadlisis Molecular de la
Varianza - AMOVA

Identificacién de alelos privados

Anélisis Bayesiano

Desequilibrio por ligamiento y
Hardy Weinberg (Fis) ——  Andlisis Multivariado: PCA.

Figura 7: Pruebas realizadas para definir la diversidad genética y la estructuracion
poblacional.
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V.4.1. Andlisis de la diversidad genética

Antes de usar cada uno de los programas estadisticos que se mencionardn a
continuacion, cabe mencionar que se usé el programa CONVERT, en su version 1.31
(Glaubitz, 2004), el cual es un programa que facilita la conversién de datos genéticos
diploides a el formato requerido por los programas GDA, GENEPOP, ARLEQUIN, POP
GENE, MICROSAT, PHYLIP y STRUCTURE. La finalidad fue transformar los datos de
alelos registrados por individuo y locus al formato requerido por cada programa utilizado

en el presente estudio.

Para calcular los niveles de variabilidad genética, se usé el software GeneAlEXx 6.5
siguiendo los protocolos establecidos para microsatélites de organismos diploides en
Peakall y Smouse (2012) y Blyton y Flanagan (2012). De esta manera se calculé el nimero
de alelos (Na), la heterocigosidad observada (Ho) y la heterocigosidad esperada (He) para
cada uno de los 5 puntos de muestrales de Coryphaena hippurus a lo largo de la costa
peruana: A = Sechura, B = Ancash-Libertad, C = VVégueta, D = Pisco Sur y E = Tacna Sur.

Asimismo se identifico la presencia de alelos privados por cada poblacion y locus.

El perico es un individuo diploide, por lo tanto cada locus de microsatélite debe
presentar dos alelos. Estos alelos se visualizan como bandas en el programa SAGA GT y
cada una de estas representa un tamafio de pares de bases determinado. Si el individuo es
heterocigoto se deben ver dos bandas de diferentes tamarios, pero si el individuo es
homocigoto solo se visualizara una sola banda, asumiendo que representa dos alelos de un
mismo tamafio. Sin embargo, en este Gltimo caso, cabe la posibilidad de que ese individuo
sea un heterocigoto en el cual solo se ha podido visualizar un solo alelo. El otro alelo o
alelo nulo, no amplifico por error. Se us6 el Programa Micro-Checker para corregir errores
de genotificacion debido a alelos nulos, sttuter bands u otros errores. Este programa estima
la frecuencia de alelos nulos, que por error se genotipificaron como homocigotes, y permite
ajustar las frecuencias y genotipos alélicos de los alelos amplificados, permitiendo su uso
en analisis de genética poblacional (Van Oosterhout et al, 2004). Luego de esto se
recalcularon los niveles de variabilidad genética: Na, He y Ho usando nuevamente el

programa GeneAlEx 6.5.
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Desequilibrio por ligamiento y Hardy Weinberg

El desequilibrio por ligamiento, es una prueba que compara pares de loci para
comprobar su independencia. Mediante el planteamiento de la hipdtesis nula de que los
genotipos (pares de alelos presentados por cada muestra) en un locus son independientes de
los genotipos de otro locus (Rousset, 2008). La finalidad es comprobar si cada uno de los
pares de loci se comportan como unidades independientes entre si (Morales, 2009). Para
evaluar si los loci utilizados en el presente estudio se segregan de forma independiente, se

uso Genepop version 4.3 (Rousset, 2008 y Excoffier y Heckel, 2006).

Para determinar si las poblaciones estaban en equilibrio Hardy-Weinberg,se uso el
test de probabilidad en el programa Genepop 4.3 (Rousset, 2008 y Excoffier y Heckel,
2006), usando como parametros de la cadena de Markov 10000 dememorizaciones, 1000
batches y 10000 iteraciones por batch. Esta operacion consistio en computar una prueba
estadistica Chi? a toda la data para producir una matriz de p-values por cada poblacion y
cada locus (35 en total, 7 poblaciones y 5 loci), asi como el calculo del indice de fijacion —

Fis, estimado segun el método de Weir y Cockerman (1984).

V.4.2.Estructura poblacional

V.4.2.1. Fst entre pares de puntos muestrales

La homogeneidad de las frecuencias alélicas de los microsatélites, entre todos los
pares de muestras, fue evaluados usando el test exacto de Fisher usando también el
software Genepop 4.3 (Rousset, 2008) usando 10000 dememorizaciones, 1000 batches y
10000 iteraciones por batch. De esta prueba se obtuvieron los p-values de las
comparaciones entre cada par de poblaciones. Asimismo los niveles de diferenciacion
genética entre cada uno de los pares de puntos muestrales se analizé6 mediante el calculo del
estadistico Fst de Wright (Weir y Cockerman, 1984).

V.4.3.2. Analisis Molecular de Varianzas - AMOVA

Por ultimo se comput6 un Analisis Molecular de Varianzas — AMOVA global para

poder distinguir cuanto de la variacion total se debe a varianzas propias de los individuos,
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de cada una de sus poblaciones y entre las poblaciones. La finalidad del mismo fue obtener
un valor de Fst global. Adicionalmente se decidio formar dos agrupaciones: 1.- Tacna Sury
2.- El resto de puntos muestrales. La finalidad fue evaluar la estructuracion genética
jerarquica de las muestras haciendo otra AMOVA, que pueda diferenciar la contribucion
relativa entre estos dos grupos, dentro de los mismos y entre las poblaciones. Estos analisis
fueron realizados usando el software Arlequin version 3.5.2 (Excoffier y Lischer, 2015)
usando 10000 permutaciones en cada caso. En todos los casos los p-value fueron ajustados

mediante la correccion subsecuencial de Bonferroni (Rice, 1989).

V.4.3.3. Anélisis bayesiano

Adicionalmente se hizo un analisis bayesiano para asignacion de individuos con el
uso del software Structure 2.3.4 (Pritchard et al, 2010) para tener mas argumentos para
discutir sobre la estructura poblacional mas alla de lo obtenido por el analisis entre pares de
Fst. Se decidio trabajar con los supuestos de un modelo de mezcla (admixture model) y
frecuencias alélicas correlacionadas entre poblaciones muestrales. Se usaron los siguientes
parametros: 1.- un millén (107) de cadenas de Markov — Monte Carlo con un burn-in period
de medio millon de repeticiones (0,5x107) y 2.- NUmero de sub-poblaciones asumidas o
clusters (k) entre uno y siete, repitiendo la prueba tres veces para cada numero cluster
asumidos. Para visualizar cual es el k mas apropiado para las muestras se estimé el
estadistico ad hoc de Evanno - Ak (Evanno et al, 2005) en el software Structure Harvester
(Earl y Von Holdt, 2012).

V.4.3.4. Anélisis de componentes principales

También se hizo un analisis multivariado de componentes principales (PCA,
principal components analysis), la cual es una poderosa herramienta para identificar
patrones en la data en una forma en que se resalten las similitudes y diferencias (Smith,
2002), buscandolas de una forma exploratoria; esto quiere decir que no requieren de fuertes
suposiciones como el equilibrio H-W o el desequilibrio por ligamiento (Jombart, 2009). Se
uso el paqueteade4 del Software Adegenet (Jombart, 2014a). Basicamente los productos de

esta prueba son un grafico de dispersion, en la cual se pueden visualizar cada una de las
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muestras, y un grafico que muestra los eigenvalues, indicador del monto de varianza

representado por cada uno de los componentes principales.
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VI. Resultadosy discusion

VI.1. Amplificacion y registro de Alelos

Los resultados de la amplificacion y registro de alelos por individuo y locus se
presentan en el ANEXO 5. Del total de muestras extraidas, para el 93% se obtuvo una
amplificacion y genotipificacion exitosa (asignacion de un tamafio para cada alelo), lo que
nos confirma que las condiciones de amplificacion que se utilizaron en el presenta trabajo
han sido 6ptimas. Lo mismo fue comprobado usando el paquete genético del software R,
Adegenet 1.4-1 (Jombart 2014), mediante el cuadro 10, el cual nos sefiala que hay un

6.83% de datos que no se pudieron registrar.

Cuadro 10: Porcentaje de muestras registradas con éxito en 5 loci de microsatélites
de Coryphaena hippurus. En paréntesis el porcentaje de alelos que no se pudieron registrar

por errores de amplificacion, alelos nulos u otros errores estocésticos.

N° N° de muestras registradas exitosamente
Punto de
muestras
muestreo ) CHI008-A | CHI002 | CHI023 | CHI037 CHI008
extraidas
31 (3,1%) . . 2 31 (3,1%)
i 470 170
Chimbote 32 (3,1%) | (3,1%) (9,4%)
14
Casma 14 14 (0%) 14 (0%) | 14 (0%) 13 (7,1%)
(0%)
0, 22 0, 0, 0,
Huanchaco 24 22 (4,4%) (4.4%) 20 (13%) | 20 (3%) 20 (3%)
37 (7,5%) % . 36 (10%) 36 (10%)
970 0 0
Sechura 40 (5%) (2,5%)
39 (2,5%) 3 % 3 32 (20%)
4 ,070 0
Vegueta 40 (15%) | (12,5%) | (12,5%)
lca sur 42 38(9,5%) 39(7,1 41(2,4%) | 41(2,4%) | 33 (21,4%)
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%)
Tacna sur 49 48 (2%) | 49(0%) | 48 (2%) | 49 (0%) 45 (8,2%)
229 227 224
Total 241 (4,6%) (5,4%) | 228 (5%) | (6,7%) 210 (12,5%)
Porcentaje 95,4% 94,6% 95% 93,3% 87,5%

VI.2. Procesamiento y analisis de datos

VI1.2.1. Andlisis de la diversidad genética:

En la figura 8 podemos visualizar la relacion entre el tamafio muestral y el namero

de alelos encontrados para cada poblacion. Cabe mencionar que el ndmero de alelos

representa un conteo del ndmero de alelos diferentes presentes en cada una de las

poblaciones muestrales en el integro de los loci. EI nimero de alelos totales fluctué desde

58 para Végueta (n=40) hasta 69 para Ancash-Libertad (n=70).

70
L 4
# Tacna Sur Ancash-Libertad
|72}
S 65
= ¢ Ica Sur
=
o 4 Sechura
«h}
£ 60
& # Végueta
55
30 40 50 60 70

Tamatio muestral

Figura 8: Numero de alelos en el total de loci por cada punto muestral.
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En general se muestra una buena lectura de alelos para cada una de las cinco
poblaciones consideradas. Ancash-Libertad, el punto con mas tamafio muestral (n=70), no
presenta un ndmero de alelos mas numeroso que Tacna Sur, el cual tiene un tamafio
muestral de 49. Ambos estan en el mismo nivel. Esto hace pensar que se han registrado los

alelos de cada punto muestral de una manera que sean representativos.

Al analizar el numero de alelos promedio por cada locus (figura 9), vemos que
Chi008 es el que presenta la mayor cantidad de alelos diferentes, siendo el mas polimorfico.
Mientras tanto Chi002 presenta la menor cantidad de alelos. A pesar de que todos los loci
son polimorficos, no todos tienen el mismo poder informativo. Estos valores son

consistentes con los presentados por Tripp-Valdez et al. (2010).

20 ~

—
hn

—
[}

Numero de alelos

hn

CHIOO8-A  CHI002 CHIO23 CHIO37 CHIOOS

T.ocus

Figura 9: Numero total de alelos en promedio por cada locus.

El cuadro 11 nos presenta los resultados del andlisis, realizado por el software
Micro-Checker, para evaluar la presencia de alelos nulos en cada uno de los loci por
poblacion. Estos se corrigieron mediante el uso del mismo software. Luego teniendo los

genotipos corregidos, se procedio a calcular los indices de diversidad genética.
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Cuadro 11: Presencia de alelos nulos, por locus y poblacion, detectados y corregidos

por el programa Micro-Checker.

ChiO08A | Chi002 Chi023 | Chi037 | Chi008
Sechura Sl Sl Sl Sl Sl
Ancash-Libertad Sl Sl Sl Sl NO
Végueta Sl Sl Sl Sl Sl
Ica Sur NO Sl Sl Sl Sl
Tacna Sur Sl Sl SI Sl Sl

En el cuadro 12 se ven los resultados que muestran el nimero de alelos y la
heterocigosidad observada y esperada. El numero de alelos, en promedio, para los 5 loci y
para todos los puntos de muestreo fue 13, variando entre 6,8 para el locus Chi002 hasta
19,2 para Chi008. En general todos los puntos muestrales presentaron igual nimero de

alelos en promedio para todos los loci, éste fue entre 12 y 14 alelos.

Por el lado de la heterocigosidad media observada, para todos los loci y todas las
poblaciones, ésta fue en promedio de 0,75; fluctuando entre 0,73 (Végueta) y 0,77 (Ancash-
Libertad).
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Cuadro 12: Resumen de la diversidad genética para 5 loci de microsatélites en 5

puntos de muestreo de perico en el océano pacifico sureste.

Punto de Locus
Parametros Promedio

muestreo CHI008-A |CHI002 | CHI023 | CHI037 | CHIO08
Sechura N 37 25 32 27 35 31
Na 18 6 11 9 18 12
Ho 0,811 0,720 0,750 0,704 0,771 0,751
He 0,911 0,792 0,877 0,796 0,913 0,858
Ancash-Libertad N 64 55 55 41 64 56
Na 17 9 12 10 21 14
Ho 0,813 0,745 0,764 0,732 0,797 0,770
He 0,912 0,774 | 0,845 | 0,793 | 0,870 0,839
Végueta N 34 22 25 25 31 27
Na 14 6 12 10 16 12
Ho 0,765 0,682 | 0,720 | 0,720 | 0,742 0,726
He 0,905 0,754 | 0,843 | 0,808 | 0,891 0,840
Ica Sur N 38 28 24 35 33 32
Na 15 8 13 8 20 13
Ho 0,842 0,714 | 0,708 | 0,686 | 0,788 0,748
He 0,907 0,765 0,891 0,784 0,927 0,855
Tacna Sur N 47 28 37 39 45 39
Na 19 5 11 12 21 14
Ho 0,787 0,607 0,811 0,744 0,756 0,741
He 0,911 0,650 | 0,874 | 0,829 | 0,936 0,840
Total N 44,000 | 31,600 | 34,600 | 33,400 | 41,600 37
Na 16,600 6,800 | 11,800 | 9,800 | 19,200 12,84
Ho 0,803 0,694 0,751 0,717 0,771 0,747
He 0,909 0,747 | 0,866 | 0,802 | 0,908 0,846
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En cuanto al nimero y frecuencia de alelos privados, estos se reportan en el cuadro
13. Se encontraron alelos privados en todas las poblaciones y en todos los loci excepto
Chi002. El presente trabajo reporta un nimero y diversidad de alelos privados (cuadro 13)

relativamente altos en comparacion con los resultados reportados por Bayona (2011).

Cuadro 13: Alelos privados por poblacion y locus. Entre paréntesis la frecuencia

alélica.
Zona ChiO08A | Chi002 Chi023 Chi037 Chi008
171
(0,027) / 100
Sechura
181 (0,014)
(0,014)
116
Ancash- 112 (0,008) /
Libertad (0,012) 186
(0,008)
Végueta 88 (0,060)
107 114
(0,021) / (0,015) /
Ica Sur
135 128
(0,042) (0,015)
120
139 114 (0,100)
Tacna Sur
(0,014) (0,013) 1124
(0,044)

Se comparo la relacion entre la heterocigosidad esperada (He) y la observada (Ho)
para cada locus, antes y despues de corregir las frecuencias alélicas con Microchecker. En
la figura 10 se puede observar que antes de realizar la correccion, se pueden apreciar tres

loci en los cuales la heterocigosidad observada (Ho) es baja, en relacion con la
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heterocigosidad esperada (He). Luego de la correccion de los errores de genotipificacion,
alelos nulos y demaés errores estocasticos de amplificacion, se aprecia que esta baja Ho en
esos 3 loci se debe principalmente a errores de genotipificacion més que a una baja

diversidad.
1.0 /
0.9 /
0.8 ‘
0 = .J

0.6 /

0.4
0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

. - He .
¢ Sin corregir - @ Corregido

Figura 10: Heterocigosidad observada vs Heterocigosidad esperada para cada Loci,

con y sin correccion con Microchecker.

En la figura 11 se hace la comparacion entre las He y Ho en todas las poblaciones
evaluadas, antes y después de realizar las correcciones de alelos nulos y errores de
genotipificacion. Se observa que la heterocigosidad observada es mayor luego de la
correccion, es decir, disminuye el exceso de homocigotos presentes en la primera
evaluacion. Sin embargo, en todas las poblaciones la Ho corregida esta por debajo del He
bajo el supuesto de equilibrio Hardy-Wainberg. Se puede observar que a pesar de la

correccion tenemos un déficit de heterocigotos en todas las poblaciones.
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Figura 11: Heterocigosidad observada vs Heterocigosidad esperada para cada

poblacion, con y sin correccion con Microchecker.

Tripp-Valdez et al (2010), obtuvieron un nimero de alelos promedio de 14,27, el
cual fluctuo6 entre 11,4 y 18 en los 5 loci de microsatélites. Por su parte Bayona (2011)
obtuvo un promedio general de 12,6 alelos, fluctuando en un rango de entre 10,6 y 15. Este
ultimo trabajo muestra valores similares al del presente trabajo (Na = 12,84). El alto nivel
de polimorfismo que presentan cada uno de los loci, se soporta en el estudio realizado por
Brooker et al (1994), quien compard marcadores microsatélites en peces teledsteos (trucha
arcoiris, salmon atlantico y bacalao del atlantico) y algunos mamiferos (humanos, porcinos
y caninos). El principal descubrimiento de esta comparacién fue que el largo de las cadenas
de microsatélites de los peces fue al menos el doble que cualquiera de las cadenas de los
mamiferos, lo cual les confiere una mayor probabilidad de mutar. Esto les concede un gran

potencial como marcadores genéticos en estudios poblacionales.

Comparando las heterocigosidades de los trabajos de Tripp-Valdez et al (2010) y
Bayona (2011), podemos observar que en general el valor del presente trabajo es menor que
el calculado por estos autores. El valor de la He promedio del presente trabajo fue de 0,85y

el de Ho promedio, 0,75. Por su parte Bayona (2011) obtuvo un valor similar (0.83) para
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He; sin embargo su Ho fue también de 0.83, mayor a la del presente trabajo. Valores
similares a los de Bayona fueron reportados también por Tripp-Valdez et al (2010): Ho =
0.86 y He = 0.83).Podemos inferir que para el caso del perico muestreado para el presente
estudio, el nivel de homocigosis observado es mas elevado que el obtenido en otras partes

del océano pacifico.

Otros autores, que han trabajado con especies altamente migratorias han reportado
valores en los que las heterocigosidades esperadas son mayores a las observadas. Por
ejemplo Muths et al (2009) encontr6 los siguientes valores en un estudio poblacional en pez
espada (Xiphias gladius): He = 0.771 — 0.784 y Ho = 0.640 y 0.720, mientras que Gonzalez
et al (2008) para atun Atlantic big eye (Thunnus obesus) obtuvo He = 0.901 y Ho = 0.742.

La prueba de ligamiento entre pares de loci por localidad resulté no significativa en
cada una de las comparaciones (cuadro 14), por lo que se asume que todos los loci se

comportaron como unidades independientes entre si.

Cuadro 14: Comparaciones entre pares de loci del test de desequilibrio por
ligamiento realizado en GenePop v. 4.3.

Par de Loci Valor P
CHI008-A CHI002 0.712355
CHI008-A CHI023 0.9318

CHI002 CHI023 0.729033
CHIO008-A CHI037 0.677822
CHI002 CHI037 0.716514
CHI023 CHI037 0.882469
CHIO008-A CHI008 1
CHI002 CHI008 0.714454
CHI023 CHI008 0.985918
CHI037 CHI008 0.619602

De las 25 pruebas para medir la desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg (un test

por locus en cada poblacion, cuadro 15), solo cuatro fueron significativas con un p-
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value<0.05 (corregido con Bonferroni: p value < 0,002). Estas fueron VVégueta para el locus
ChiO08A (p = 0,0005), Végueta para el locus Chi008 (p = 0,0004), Ica Sur para el locus
Chi023 (p = 0014), Ica para el locus Chi008 (0,0002) y Tana Sur para el locus Chi008
(0,0000)

Cuadro 15 indice de fijacion — Fis (Weir y Cockerman) para cada una de las 25
pruebas para medir desequilibrio del modelo H-E. Los p-value se muestran entre paréntesis

y los valores significativos para la desviacion al equilibrio H-W se encuentran en negrita.

Fis (Weir y Cockerman)

Chi0O08A | Chi002 Chi023 Chi037 Chi008
0.1234 0.1111 0.1603 0.1349 0.1692
(0.2802) | (0.1817) | (0.0206) | (0.0074) | (0.1107)
Ancash- 0.1170 0.0465 0.1057 0.0899 0.0922
Libertad | (0.4827) | (0.6668) | (0.0247) | (0.2183) | (0.0138)
0.1698 0.1189 0.1660 0.1290 0.1834

Sechura

Végueta
(0.0005) (0.3119) (0.0476) (0.0569) (0.0004)
lca S 0.0850 0.0847 0.2250 0.1397 0.1651
ca Sur
(0.0469) (0.0721) (0.0014) (0.1119) (0.0002)
0.1469 0.0838 0.0859 0.1163 0.2038
Tacna Sur

(0.0183) | (0.7791) | (0.0168) | (0.0584) | (0.0000)

A pesar de que solo cinco de los Fis son estadisticamente significativos en su
desviacion del equilibrio H-W; en general, cada uno de los 25 valores Fis calculados se
desvian del equilibrio para el lado positivo, es decir, evidencian una posible deficiencia de
heterocigosis. Sin embargo no se ha definido un patron claro de desviaciones del equilibrio
H-W para alguna de las poblaciones a través de todos sus loci.

Tripp-Valdez et al (2010) menciona que la desviacion positiva del equilibrio H-W
es algo recurrente en muchos peces marinos. Las principales consecuencias de este déficit
de hetorocigotos se relacionan con los sistemas reproductivos propios de los peces, la

presencia de alelos nulos y al efecto Wahlund (Tripp-Valdez et al, 2010). Kotoulas et
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al(2006), en un estudio realizado para analizar la estructuracion poblacional global del pez
espada (Xiphias gradius), sefiala que el déficit de heterocigosis también puede ser producto
de una sub estructuracion de la poblacion, lo cual es esperable en una especie altamente
migratoria con distribucion amplia. Los individuos en una poblacién tienden a reproducirse
con aquellos que estén mas cerca (Holsinger, 2012). La mayoria de poblaciones naturales
se desvia en cierto grado de la condicion ideal de apareamiento aleatorio, sobre todo en
aquellas especies cuyo rango de distribucién excede la distancia que recorre un individuo
en su periodo de vida, por lo cual es improbable que el entrecruzamiento sea aleatorio
(Bayona, 2011). Otros estudios en especies altamente migratorias presentan también un

patron marcado de déficit de heterocigosidad (Muths et al, 2009 y Gonzalez et al, 2008)

Para el caso particular del Coryphaena hippurus del Golfo de California, usando los
mismos microsatélites que el presente estudio, en Tripp-Valdez et al (2010) se encontrd que
la mayoria de desviaciones al equilibrio H-W fueron hacia el exceso de heterocigosis. En
ese trabajo se menciona que esto es debido a la mezcla y la reproduccion entre individuos
de diferentes cohortes, lo que podria haber ocasionado diferentes composiciones alélicas.
Sin embargo en ese estudio tampoco se encontraron patrones claros que se repitan en todos
los loci de una locacién, lo que deja abierta la posibilidad de que esta desviacion del
equilibrio sea una consecuencia de eventos estocasticos en la distribucion de las frecuencias
alélicas. Por su parte, Bayona (2011), en su estudio genético poblacional con cobertura en
todo el océano pacifico, encontré déficit de heterocigotos en diez de las 65 pruebas de
desviacion al equilibrio H-E que realizd; sin embargo no pudo atribuir esta desviacion al
efecto Wahlund (deficiencia de heterocigotos debido a la subestructuracién poblacional)
debido a que no encontr6 un patrén claro en todos los loci para las localidades que se
desvian de H-W.

El perico es un desovador parcial y aun no se ha definido areas especificas de
desove, como si se ha hecho para especies como Thunnus obesus, Thunnus thynnus y

Negaprion brevirostri, en las cuales se ha reportado un efecto Wahlund (Bayona, 2011).
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VI1.2.2. Estructura poblacional

El Fst global obtenido fue de 0,0092, valor altamente significativo (p-value
0,000). Al analizar los valores de Fst por locus se visualiza que los que aportan méas a
generar esta diferenciacion son Chi002 (Fst = 0,0275, p-value = 0,000) y Chi008 (Fst
0,0187, p-value = 0,000).

Comparando el Fst entre pares de poblaciones mediante y su significancia (cuadro
13, p-value < 0,05 previamente corregido por Bonferroni), se visualiza que solo los valores
relacionados con la poblacion Tacna Sur mostraron diferencias significativas. Este punto
muestral ha diferido de todos y cada uno de los deméas puntos de muestreo (Sechura,

Ancash-Libertad, Végueta e Ica Sur).

Cuadro 16: Fst y p-value de las comparaciones realizadas entre pares de
poblaciones. Valores arriba de la diagonal: p-value y valores abajo de la diagonal: Fst. En

negrita: valores que se desvian del equilibrio con un p-value < 0.05 (p-value < 0.005, luego

de ser corregidos mediante Bonferroni)

Ancash- Tacna
Sechura ) Végueta | Ica Sur
Libertad Sur
Sechura - 0.116975 0.085748 | 0.021975 | 0.000000
Ancash-
0.0001 - 0.001505 | 0.002915 | 0.000000
Libertad
Végueta 0.0003 0.0061 - 0.091140 | 0.000000
Ica Sur 0.0004 0.0045 -0.0012 - 0.000005
Tacna Sur 0.0175 0.0287 0.0093 0.0103 -

El cuadro 14 muestra un analisis jerarquico AMOVA. En el cual Fst es igual a

0,01003; bastante similar al obtenido en el célculo del Fst global calculado con Genepop v.

4.2. Ademas el valor Fis es igual a 0,138; valor que también es coherente con los analisis

previos realizados. Por Gltimo el 85,15% de la varianza es explicada por la variacion de los

individuos.
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Cuadro 17: Analisis Molecular de Varianza — AMOVA entre las poblaciones

muestreadas de Coryphaena hippurus en el océano pacifico peruano.

Porcentaje
Fuente de Suma de )
L Varianza de la
variacion cuadrados L
variacion
Entre
_ 21.668 0.02172 1,004%
poblaciones
Dentro de las
_ 446.615 | 0.29973 13,85%
poblaciones
Dentro de
o 349.500 | 184.267 85,15%
individuos
Total 817.784 | 216.412 100

Adicionalmente se hizo un AMOVA asumiendo dos agrupaciones: 1.- la localidad
de Tacna Sur y 2.- el resto de puntos muestrales (cuadro 18). Esto se hizo debido a que los
Fst por pares de poblaciones mostraron que la localidad de Tacna Sur presentd
diferenciacion significativa con respecto a los demas puntos muestrales. El valor Fct entre
estas agrupaciones fue de 0,0189; lo que quiere decir que alrededor del 1,9% de la varianza
es explicada al comparar estar dos agrupaciones. Este valor podria estar sosteniendo la
hipotesis de existencia de estructuracion poblacional en la region Tacna.

Cuadro 18: Analisis Molecular de Varianza — AMOVA formando dos grupos: 1.-
Tacna Sur y 2.- Todas las demas poblaciones de Coryphaena hippurus en el océano

pacifico peruano.
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Porcentaje

Fuente de Suma de )
o Varianza de la
variacion cuadrados o
variacion
Entre Tacna Sury
el resto de 7.200 0.04149 1,891
poblaciones
Entre poblaciones
dentro de estos 8.289 0.00448 0,204
dos grupos
Entre individuos
dentro de estos 440.073 0.26930 12,276

dos grupos grupos

Dentro de
o 350.000 187.845 85,628
individuos

Total 805.563 219.373 100

El Fst global obtenido en este trabajo es relativamente superior al reportado por
Bayona (2011), quien obtuvo un Fst de 0.0058 (p-value = 0,000) al analizar muestras de
todo el océano pacifico; mientras que Tripp-Valdez (2010) obtuvo un Fst de 0.01 al hacer el
analisis en el Golfo de California, zona de menor extensién pero mas accidentada que la
presentada por Bayona (2011). Estos valores coinciden con los encontrados para otras
especies migratorias: 1.- pez espada (Fst = 0.02) en Muths et al (2009), 2.- Tiburén de coral
entre 0.025 y 0.148 en Vignaud et al (2013) y 3.- albacora (Thunnus alalunga) (Fst =
0.013) en Davies et al (2011).

Los peces marinos tienen valores bajos de Fst en comparacion con otras especies.
Ward et al (1994), promediaron una muestra de 57 especies diferentes de peces marinos,
obteniendo un Fst de 0.062 + 0.011; mientras que en especies de aguas dulce, en promedio
de 49 especies, obtuvieron un Fst de 0.222 + 0.031. El presente trabajo, a pesar de tener
valores mayores que los de Bayona (2011) y Tripp-Valdez (2010), presentd un ndmero

mucho menor al del promedio presentado por Ward (1994) para especies marinas. Sin
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embargo esto no lo hace insignificante, dado que es bastante sélido cuando restringimos el

andlisis de Ward et al (1994) a especies marinas altamente migratorias.

En este estudio Tacna Sur es el punto geografico de muestreo més austral de todos y
tal vez sea uno de los extremos sur de la distribucion del recurso. Aungue se han reportado
desembarques del recurso mas al sur, en Chile, éstos no han sido de gran magnitud. En el
2013 se han registrado 478 toneladas métricas desembarcadas (SERNAPESCA, 2014).
Estos desembarques solo se han registrado en las tres zonas mas al norte de Chile: 1.- La
region XV, Arica y Parinacota, con 175 toneladas; 2.- La region I, Tarapaca, con 249
toneladas y 3.- La region I, Antofagasta, con 54 toneladas. Es muy probable que por su
biologia reproductiva y tiempo de vida corto, el perico, en su extremo sur de distribucién
no tenga las mismas probabilidades de reproducirse con individuos de otras zonas de su
amplio espectro de distribucion. Evaluando una serie de tiempo de desembarques chilenos
desde el 2006 al 2014 (Figura 12), se puede ver gque los mayores desembarques se han

realizado en esos afios en la XV o | region de Chile, es decir, las regiones septentrionales.

A 200 —

E BXV
£ I

= wIII

0 -
2,006 2,007 2,008 2,009 2,010 2,011 2,012 2,013 2,014

Figura 12: Desembarques en Chile en las Regiones XV: Arica y Parinacota, I:
Tarapacd, Il: Antofagasta y I1l: Atacama.

El perico al ser poiquilotermo, es decir, al carecer de mecanismos reguladores de su
temperatura corporal, necesita mantenerse en una temperatura especifica para su

supervivencia y optimo desarrollo. Esta restringido a aguas tropicales y subtropicales y su
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acercamiento a aguas peruanas esta directamente relacionado al ingreso de aguas con estas
caracteristicas. Por tal razon, el analisis del acercamiento y alejamiento de las temperaturas
tropicales y subtropicales con respecto a la costa peruana, es una herramienta basica
utilizada por la mayoria de pescadores artesanales de perico en Per( (comunicacion
personal con Gustavo Fiestas Purizaca, armado pesquero de la zona de Paita - Piura). Estos
al no estar provistos con mejores tecnologias que permitan identificar al recurso, siguen al
mismo en su amplia distribucion utilizando los graficos satelitales de Temperatura
Superficial del Mar publicados en el portal del Instituto del Mar del Perd — IMARPE (en

linea: http://satelite.imarpe.qgob.pe/uprsig/sst prov.html).

En la Figura 13 vemos una secuencia de graficos de temperatura superficial del mar
(TSM) desde octubre de 2013 hasta diciembre de 2013. En esta época las aguas célidas,
representadas por las masas de agua en tonalidades verdes y amarillas, empiezan a
acercarse al Pert desde el noroeste hasta las costas de las regiones del norte de Per(; sin
embargo otra parte de estas aguas ingresan de manera paralela a la costa directamente al sur
del pais. En las Figuras X.A y X.B podemos ver que en estos meses del afio, las costas de
los extremos norte y sur del pais, tuvieron aguas calidas mientras que entre ambas masas de
agua tuvimos aun una gran masa de agua fria. Para el mes de diciembre 2013 (Figuras X.C
y X.D) sigui6 en aumento la temperatura superficial del mar conservando ese nucleo de
temperatura particular para el extremo sur del pais, el cual siguié siendo mas caliente que el

agua del sur-centro del pais.
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Figura 13: Temperatura Superficial del Océano Pacifico Sureste entre octubre y
diciembre de 2013. Fuente: IMARPE. (A.- Del 1 al 31 de octubre de 2013. B.- Del 1 al 30
de noviembre de 2013. C.- del 1 al 15 de diciembre de 2013. D.- Del 16 al 31 de diciembre
de 2013).

En la Figura 14 podemos ver los graficos de temperatura superficial del mar en las
épocas en donde se dieron los mas importantes desembarques de C. hippurus, asi mismo es
la época en la que se colectaron las muestras de tejido para el presente trabajo. Podemos ver
que la TSM sigui6 el mismo patrén de meses previos: una masa de agua calida en el sur del

pais y una masa intermedia menos calida.
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Figura 14 Temperatura Superficial del Océano Pacifico Sureste entre enero y
febrero de 2014. Fuente: IMARPE. (A.- Del 1 al 15 de enero de 2014. B.- Del 16 al 31 de
enero de 2014. C.- del 1 al 15 de febrero de 2014. D.- Del 16 al 28 de febrero de 2014).
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La flota pesquera especializada en la pesca de perico estd bien diferenciada en el

norte y el sur del pais, debido al esfuerzo de pesca que deben de realizar. En el norte son de

mayor capacidad de bodega (10-30 toneladas métricas) mientras que en el sur van desde las

4 a 15 toneladas métricas de capacidad de bodega. En el norte se requiere hacer viajes mas

largos para poder llegar a las zonas de pesca mientras que en el sur los viajes son més

cortos (De la Puente et al, 2015). Esto quiere decir que en la préctica existen dos dinamicas
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de pesca para el mismo recurso: una con mayor extension geografica para el corredor norte-

centro del pais y otra mas simple y pequefia para el sur del pais.

El software Structure 2.4.3 evidencia la posibilidad de tener dos clusters, al mostrar
k = 2 como mas el probable (figura 15), debido a que es el que presenta la menor
desviacion estandar y la mayor probabilidad; sin embargo se considera que raramente el
logaritmo de la probabilidad de data L(k) sirve para hallar el verdadero valor de k, motivo
por el cual se utiliz6 también la variacion de k (Ak) (figura 16), la cual muestra mayor
precision en la definicion del nimero de clusters (Evanno et al, 2005). La Figura 16
muestra consistencia en la hipotesis inicial, dejando evidencia la formacion de dos clusters

en las muestras de Coryphaena hippurus en el océano pacifico peruano.

L(K} (mean +- 5D)

—5000

=5100 |

—5200
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Figura 15: Grafica del logaritmo de la probabilidad de data L(k) y su desviacion

estandar a lo largo de los posibles nimeros de clusters (k).
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Deltak = mean(|L"(K)]) / sd({L{K))
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Figura 16: Variacion de k a lo largo de los posibles nimeros de clusters evaluados.

La figura 17 parte del supuesto de que hay dos poblaciones (k = 2), y analiza la
probabilidad, de cada uno de los individuos muestreados, de pertenecer a una u otra
poblacién. La poblacién uno esta representada en color verde mientras que la poblacién dos
en rojo. En términos generales esta grafica muestra una gran mezcla entre todos los
individuos; sin embargo en las muestras recogidas en Tacna sur (numero 7 del eje

horizontal) se pueden apreciar diferencias respecto al resto de los puntos de muestreo.
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Figura 17: Gréafica de probabilidades, por region muestreada (1: Chimbote, 2:
Casma, 3: Huanchaco, 4: Sechura, 5: VVégueta, 6: Ica sur y 7: Tacna sur), bajo el supuesto

de que hay dos poblaciones (k = 2).

El analisis de componentes principales — PCA no brindd informacion que pueda ser
util para sostener la hipétesis de existencia de dos poblaciones. La figura 18 no muestra una
formacion de clusters mas si una mezcla entre todas las poblaciones. Los eigenvalues

tampoco siguen el patron habitual que muestran en poblaciones estructuradas.
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Figura 18: Analisis de componentes principales (PCA) en las muestras de
Coryphaena hippurus del pacifico peruano. 1: Chimbote, 2: Casma, 3: Huanchaco, 4:

Sechura, 5: Végueta, 6: Ica sur y 7: Tacna sur.

73



VII. Conclusiones

La diversidad genética observada en los marcadores moleculares es alta en
las poblaciones del pacifico peruano, indicio de buena salud genética del

recurso en la zona.

Hay estructuracion poblacional significativa entre las muestras de perico
tomadas en el océano pacifico peruano durante los meses de enero y febrero
de 2014. Fst = 0,009 y p-value = 0,000. El sur del pais, en comparacion con
el resto de puntos muestrales, muestra grandes niveles de diferenciacion. Fct
=0,01891. 0,0093 < Fst < 0,0337 y p-value = 0,000.
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VIIl. Recomendaciones

Repetir el presente estudio utilizando un mayor numero de loci de
microsatélites y otros marcadores moleculares (ej: ADN mitocondrial
NADH1) con la finalidad de comparar estos estudios con los resultados del

presente estudio.

Repetir el estudio haciendo un muestreo méas amplio, que abarque colectas
realizadas en diferentes afios y en diferentes estaciones del afio.

Tomando como base los resultados de este estudio, se recomienda a la
administracion de este recurso evaluar la necesidad de manejar el perico
tomando en cuenta dos dindmicas bien diferenciadas: la del norte-centro del

pais y la del sur.

Para futuros trabajos genéticos con peces marinos se recomienda usar el
protocolo de extraccién de ADN de bajo costo usado en la presente tesis. Es
una buena forma de efectivizar los recursos invertidos en la investigacion

genética pesquera.
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X. Anexos

ANEXO 1: Protocolo de extraccién de ADN con buffer de extraccion de Chris-lysis
(método modificado de Laird P. W. et al, 1991)

1.- Rotular 2 juegos de tubos Eppendorf de 1,5 ml

2.- Colocar 0.25 cm? de tejido a digerir en 500 ul de buffer Chris-lysis y 7 ul
de proteinasa K e incubar con agitacion constante (700 RPM) a 56°C durante 30
minutos, agitar en un vortex a mitad del proceso y al finalizar.

3.- Centrifugar 5 minutos a 8000 RPM.

4.- Trasvasar el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf con 500 ul de
isopropanol y mezclar por inversion.

5.- Centrifugar 5 minutos a 8000 RPM.

6.- Eliminar el sobrenadante y adicionar 500 ul de etanol al 95%.

7.- Centrifugar 5 minutos a 8000 RPM.

8.- Eliminar el sobrenadante (usar una pipeta para retirar las ultimas gotas) y
dejar reposar las muestras con las tapas abiertas por 30 minutos a 37°C en un
ambiente limpio.

9.- Resuspender el ADN en un volumen de entre 50 a 150 ul de buffer TE.

10.- Confirmar aislamiento, integridad y calidad de ADN en un gel de
agarosa 0.8-1% vy cantidad y calidad en un espectrofotometro midiendo las razones
de absorbancia 260/280 y 230/260.

Preparacion del buffer de Chris-lisis:

1.- Preparar las siguientes soluciones:

25 ml de TRIS — HCI 1M a pH 8.5 — 100 mM.
25 ml de EDTA 0.5 M — 50 mM.

50 ml de SDS 10% — 2%.

10 ml de NaCl 1M — 20 mM.

2.- Mezclarlas en un matraz y aforar con agua destilada a 250 ml. Calentar a
temperatura de 40-60°C para facilitar la disolucion del SDS.

3.- Trasvasar a una botella de vidrio y esterilizar en una autoclave.
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ANEXO 2: Protocolo de extraccién de ADN usando Fenol-Cloroformo.

1.- Rotular 4 juegos de tubos Eppendorf de 1,5 ml

2.- Colocar 0.25 cm? de tejido a digerir en 243 ul de buffer Chris-lysis y 7 ul
de proteinasa K e incubar en bafio maria de un dia para otro a 56°C.

3.- Centrifugar 10 minutos a 8000 RPM.

4.- Trasvasar el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf y mezclar con 250
ul de la mezcla de fenol, cloroformo y alcohol isoamilico en la proporcion 25:24:1.

5.- Centrifugar 10 minutos a 8000 RPM.

6.- Trasvasar el sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 ml y mezclar con 250
ul de la mezcla de cloroformo y alcohol isoamilico en la proporcion 24:1.

7.- Centrifugar 10 minutos a 8000 RPM.

8.- Trasvasar el sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 ml, agregar 10 ul de
acetato de sodio 3M y 220 ul de etanol al 95%. Mezclar por inversion y enfriar a -
20°C por 25 minutos.

9.- Centrifugar 10 minutos a 8000 RPM.

10.- Descartar el sobrenadante y agregar 220 ul de etanol al 70%.

11.- Centrifugar 10 minutos a 8000 RPM.

12.- Eliminar el sobrenadante (usar una pipeta para retirar las Ultimas gotas)
y dejar reposar las muestras con las tapas abiertas por 30 minutos a 37°C en un
ambiente limpio.

13.- Resuspender el ADN en un volumen de 50 ul de buffer TE.

14.- Confirmar aislamiento, integridad y calidad del ADN en un gel de
agarosa 0.8-1% y cantidad y calidad en un espectrofotometro midiendo las razones
de absorbancia 260/280 y 230/260.
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ANEXO3: Cantidad y calidad de ADN medido en un biofotdmetro Eppendorf

Punto de Namero de Cantidad de ADN | Calidad

muestreo muestra ng/ulL A260/A280

Chimbote A01 136 1.93
A02 390 1.94
A03 826 1.97
A04 254 1.97
A05 250 1.98
A06 135 1.96
A07 329 1.87
A08 285 2.01
A09 960 1.86
Al10 157 2.00
All 182 1.91
Al2 131 1.96
Al3 254 1.96
Al4 572 1.89
Al5 160 1.95
Al6 253 191
Al7 235 1.91
Al8 275 1.90
Al9 220 1.93
A20 291 1.99
A2l 240 1.97
A22 289 1.87
A23 235 2.01
A24 183 1.93
A25 271 1.96
A26 294 1.94
A27 472 1.96
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A28 182 1.93
A29 109 1.87
A30 301 1.96
A3l 232 1.95
A32 140 2.03
Casma BO1 181 1.95
B02 521 1.86
BO3 348 1.99
B04 114 1.99
B05 236 1.97
B06 332 1.94
BO7 165 1.99
B08 206 2.03
B09 151 1.99
B10 186 1.96
B11l 355 2.00
B12 159 2.00
B13 405 1.94
B14 859 1.95
Huanchaco Cco1 105 1.45
C02 168 1.96
C03 375 1.82
C04 312 1.84
C05 173 1.94
C06 346 1.77
co7 59 1.83
Co8 334 1.92
C09 210 1.82
C10 174 1.72
Cl1 501 1.88
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C12 152 1.93
C13 119 1.74
Cl4 324 1.71
C15 376 1.87
C16 208 1.99
C17 278 1.79
C18 282 1.73
C19 174 1.55
C20 508 1.83
C21 846 1.65
C22 399 1.56
C23 398 1.75
C24 840 181
Sechura D01 108 2.04
D02 279 2.03
D03 661 1.99
D04 588 1.92
D05 556 1.93
D06 511 1.93
D07 659 1.96
D08 611 2.01
D09 438 1.95
D10 623 1.91
D11 232 1.99
D12 467 1.95
D13 754 1.97
D14 385 1.98
D15 612 1.98
D16 928 2.08
D17 872 1.96
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D18 875 1.84
D19 418 1.95
D20 860 1.83
D21 1138 2.01
D22 449 1.87
D23 455 1.89
D24 532 1.95
D25 1121 1.96
D26 550 1.95
D27 707 2.01
D28 744 2.24
D29 655 1.97
D30 321 180
D31 1153 1.90
D32 1192 2.05
D33 815 1.98
D34 977 1.94
D35 907 1.99
D36 867 1.94
D37 754 1.91
D38 743 1.97
D39 671 1.94
D40 948 1.97
Végueta EO1 381 1.92
E02 338 1.94
EO3 671 1.92
EO4 242 1.71
EO0S 329 1.75
EO06 457 1.96
EO7 961 1.99
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EO08 738 1.94
E09 577 1.94
E10 449 1.52
Ell 229 1.94
E12 332 1.74
E13 301 1.92
El4 371 1.97
E15 303 1.96
E16 508 1.95
E1l7 408 1.94
E18 540 1.92
E19 387 1.95
E20 334 1.93
E21 529 1.76
E22 191 1.72
E23 377 1.95
E24 524 1.94
E25 211 1.71
E26 481 1.96
E27 579 1.97
E28 244 1.72
E29 369 1.92
E30 393 1.93
E31 236 1.59
E32 261 1.65
E33 172 1.92
E34 421 1.90
E35 450 1.78
E36 335 191
E37 984 1.92
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E38 295 1.85
E39 381 1.93
E40 633 1.94
Ica Sur FO1 268 1.93
F02 779 1.94
FO3 478 1.98
FO4 441 1.97
FO5 447 1.92
FO6 515 1.99
FO7 431 2.02
FO8 562 1.95
F09 427 1.96
F10 323 1.95
F11 623 1.97
F12 383 1.96
F13 842 1.91
F14 373 1.97
F15 491 1.91
F16 565 1.94
F17 433 1.96
F18 718 1.90
F19 272 1.93
F20 363 1.94
F21 307 191
F22 555 1.96
F23 376 1.97
F24 367 1.94
F25 330 1.96
F26 409 1.98
F27 396 1.97
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F28 511 1.93
F29 494 1.97
F30 314 1.95
F31 558 1.99
F32 436 1.93
F33 579 1.97
F34 742 1.96
F35 398 1.93
F36 570 1.88
F37 302 1.94
F38 337 1.98
F39 557 1.96
F40 748 1.98
F41 347 1.96
F42 332 1.94
Tacna sur GO01 256 2.06
G02 186 2.03
GO03 136 2.10
G04 287 1.96
GO05 182 1.98
G06 299 1.99
GO7 321.32 1.99
G08 135 1.99
G09 439 1.94
G10 263 1.99
Gl1 336 1.96
G12 201 1.99
G13 202 1.94
Gl4 133 1.97
G15 263 1.99
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Gle6 487 1.92
G17 229 1.99
G18 224 2.04
G19 288 1.99
G20 130 1.99
G21 198 2.01
G22 142 2.06
G23 241 2.04
G24 151 2.03
G25 311 2.02
G26 84 1.88
G27 85 1.89
G28 121 1.93
G29 192 1.71
G30 183 1.96
G31 272 1.69
G32 238 1.97
G33 183 1.94
G34 267 1.99
G35 277 1.96
G36 257 1.93
G37 189 2.04
G38 101 2.01
G39 334 1.84
G40 318 1.95
G4l 110 1.93
G42 358 1.74
G43 249 1.98
G44 1068 1.86
G45 536 1.85
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G46 490 1.83
G47 197 1.95
G438 235 1.99
G49 259 1.82
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ANEXO 4: Imagen que muestra las imagenes generadas por el equipo LiCor de los
alelos de microsatélite que presentan diferentes individuos para un locus determinado.

Ladder
(marcador de tamaro)

Ladder
(marcador de tamafio)

Ladder
(marcador de tamafio)

l

Individuos

i

Individuos

l
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ANEXO 5: Resultado del escoreo de alelos en el programa SAGA GT, por
individuo en cada locus.

Punto de o Locus
Individuo

muestreo CHIO08-A CHI002 CHI1023 CHI037 CHI008

Chimbote A01 141 147 | 122 122 123 129 | 98 98 | 138 154
A02 157 157 | 122 122 129 133 | 100 100| 136 154
A03 149 163 | 118 120 113 127 | 102 96 | 158 158
A04 147 161 | 116 120 119 129 | 96 9% | 138 170
A05 151 153 | 120 120 123 123 | 98 98 | 138 150
A06 141 161 | 120 124 123 125 98 98 | 146 150
A07 139 157 | 120 120 113 127 | 100 90 | 134 146
A08 151 163 | 122 122 123 123 | 98 98 | 146 150
A09 149 159 | 120 124 123 123 | 100 90 | 138 160
Al0 147 163 | 120 122 125 127 | 100 96 | 138 150
All 149 149 | 124 126 123 123 | 100 100 | 134 146
Al2 159 161 | 126 126 121 121 | 98 98 | 134 154
Al3 151 157 | 120 120 117 127 | 96 9 | 150 186
Al4 ? ? 124 126 123 137 | 90 98 | 150 154
Al5 147 157 | 120 124 115 121 | 96 9 | 138 146
Al6 147 163 | 122 126 127 137 | 110 98 | 158 158
Al7 149 151 | 126 126 115 123 | 100 100 | 138 138
Al8 143 149 | 120 120 115 115 100 100 | 152 152
Al9 161 161 | 124 124 115 123 | 104 104 | 138 146
A20 147 173 | 124 124 115 129 | 100 100 | 146 166
A21 159 163 | 118 124 123 129 | 100 100 | 134 146
A22 147 155 | 120 122 115 127 | 102 102 | 138 150
A23 159 159 | 122 124 121 123 | 100 100 | 138 150
A24 153 163 | 120 120 127 131 94 98 | 138 150
A25 143 163 | 124 128 123 127 ? ? 138 138
A26 155 155 | 120 126 123 127 | 98 98 | 138 138
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A27 161 169 124 126 ? ? ? ? 138 150
A28 143 143 122 122 115 125| 100 100 | 146 170
A29 165 165 ? ? 117 123 ? ? ? ?
A30 153 165 124 124 115 125 | 98 98 138 138
A3l 143 157 122 126 127 127 | 106 98 146 150
A32 157 163 126 126 113 113 | 100 100 | 138 138
Casma BO1 163 163 122 124 125 125| 100 100 ? ?
BO2 151 155 120 120 123 123 | 100 100 | 154 158
BO3 155 163 120 124 121 121 | 104 94 138 166
B0O4 149 161 120 126 123 123 | 98 98 134 134
BO5 155 159 122 122 115 123 | 100 98 138 146
BO6 155 161 120 124 115 127 | 90 98 134 162
BO7 151 155 122 126 123 123 | 100 104 | 134 150
BO8 145 161 124 124 125 125 98 98 116 152
BO9 159 161 120 124 125 125| 102 98 142 146
B10 159 159 124 130 115 127 | 100 100 | 134 160
B1l1l 159 159 122 124 121 127 | 100 100 | 138 154
B12 159 159 120 126 127 131 | 100 100 | 138 138
B13 159 175 122 126 125 131 102 94 152 152
B14 151 159 120 120 127 127 | 100 96 138 166
Huanchaco Co1 147 161 | 118 128 117 123 | 90 9% | 138 138
C02 153 159 120 120 123 123 | 98 98 138 156
C03 ? ? 122 122 127 127 | 102 98 154 170
Co4 151 161 122 124 123 123 ? ? 138 140
C05 157 161 ? ? 123 129 ? ? 136 144
C06 159 161 120 126 123 133 | 98 102 | 136 146
Cco7 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
C08 153 157 120 124 117 127 | 96 100 | 146 150
C09 153 175 120 122 ? ? 100 96 ? ?
C10 149 151 124 124 ? ? 100 102 ? ?
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Cl1 155 157 | 122 122 123 123 ? ? 144 150
C12 153 153 | 122 122 127 127 | 98 98 | 138 164
C13 149 151 | 120 126 123 123 | 100 98 | 146 166
Cl4 161 161 | 122 124 123 123 | 100 98 | 146 146
C15 159 175 | 120 120 127 113 | 96 98 | 134 146
C16 151 159 | 122 124 125 129 | 102 96 | 136 154
C17 151 151 | 120 124 123 129 | 100 100| 138 144
C18 155 161 | 120 122 115 127 | 100 96 | 138 152
C19 155 161 | 120 122 115 127 | 100 96 | 138 144
C20 147 151 | 126 126 ? ? 100 100 | 132 150
C21 149 153 | 120 122 121 123 | 112 96 | 158 152
C22 157 159 | 124 132 127 113 | 96 9 | 154 160
C23 141 153 | 120 126 113 123 | 102 104 | 130 136
C24 175 175 | 120 126 113 127 | 104 96 ? ?
Sechura D01 159 161 | 124 126 121 123 | 100 98 ? ?
D02 161 161 | 126 128 123 123 | 102 96 ? ?
D03 161 181 | 126 128 123 123 | 102 96 | 152 134
D04 147 161 | 122 122 123 123 | 100 98 | 138 148
D05 147 153 | 122 122 113 119 | 102 98 | 154 162
D06 ? ? 120 120 115 131 | 100 100 | 152 138
D07 173 173 | 120 122 127 131 | 100 100 | 150 150
D08 151 173 | 124 124 115 127 | 102 102 | 150 134
D09 147 163 | 118 122 125 115 098 98 | 160 146
D10 153 157 ? ? 121 133 | 100 100 | 138 150
D11 157 157 | 124 126 115 127 | 100 104 | 134 164
D12 163 167 | 124 124 127 123 | 98 98 | 134 146
D13 147 157 | 124 124 127 127 | 102 98 | 146 154
D14 ? ? 122 122 127 117 | 100 100| 134 138
D15 151 167 | 120 126 115 127 | 100 100| 130 130
D16 161 161 | 120 120 123 125 102 98 | 144 144
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D17 145 157 | 124 124 123 125 100 100| 136 164
D18 151 155 | 122 122 127 127 | 100 100 | 132 148
D19 157 161 | 124 124 127 127 | 100 100| 134 134
D20 147 151 | 120 124 ? ? ? ? 144 160
D21 ? ? ? ? 119 129 ? ? ? ?
D22 159 159 | 120 122 127 117 | 100 104 | 166 166
D23 149 153 | 120 124 125 125 ? ? 100 136
D24 135 171 | 122 124 121 121 ? ? 136 154
D25 149 157 | 122 122 121 121 | 86 9 | 152 154
D26 151 151 | 120 124 117 121 | 102 94 | 166 166
D27 149 161 | 120 124 125 125 102 102 | 154 154
D28 149 153 | 122 122 119 119 96 98 | 138 150
D29 145 147 | 120 124 123 129 | 96 98 | 134 170
D30 153 161 | 120 120 115 123 | 098 98 ? ?
D31 153 171 | 122 124 119 119 102 98 | 134 150
D32 147 161 | 122 128 119 119 98 98 | 138 154
D33 159 175 | 118 120 115 125| 104 98 | 158 164
D34 151 157 | 120 120 121 129 | 100 106| 134 154
D35 163 163 | 118 118 125 127 | 102 96 | 134 134
D36 157 165 | 118 120 119 119 | 96 9 | 134 158
D37 155 165 | 118 118 115 127 | 098 98 | 138 160
D38 147 155 | 120 120 123 123 | 98 98 | 146 170
D39 151 157 | 122 122 125 129 | 92 9 | 138 138
D40 141 147 | 120 120 123 133 | 92 9 | 138 146
Veégueta EO1 149 161 | 120 120 121 125 ? ? 134 134
E02 149 155 ? ? 111 115 102 94 | 134 154
EO3 149 161 | 120 120 119 123 94 94 ? ?
E04 151 151 | 118 118 123 125 | 94 94 | 134 138
EO5 139 151 | 120 122 119 123 | 102 94 | 134 138
E06 159 159 | 122 122 123 123 | 102 102 ? ?
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EO7
EO8
E09
E10
Ell
El12
E13
El4
E15
E16
E17
E18
E19
E20
E21
E22
E23
E24
E25
E26
E27
E28
E29
E30
E31
E32
E33
E34
E35
E36

143
147
159
157
153
149
147
147
165
151
153
151
151
151
159
151
153
137
159
149
137
145
159
163
155
149

149
145
157

159
149
163
163
153
159
151
153
165
161
157
159
159
151
163
163
153
151
159
161
137
163
163
163
155
155

161
145
163

120
118
116
120
120
120
120
120
118
120
120
118
122
124
118
116
120
120

122
122
120
118
120
120
126

122

118

120
124
116
124
124
120
120
120
118
122
124
120
122
124
124
124
126
126

124
122
122
122
120
120
126

122

122

103

123
123

115
115
115
111
127
123
123
123
123
131
123
121
123

127
125
125
113
123
123
129
117
115
119

123
123

123
115
115
115
113
125
123
123
127
115
137
127
123

127
125
125
113
123
123
119
125
115
119

106

102

100
98
98

98
98
96
88
102
88
100
100
100
92
88
98
102
94
100
102
100
104

96
108
98

98

102

100
98
98

98
98
96
98
98
98
100
98
100
96
98
98
98
98
104
98
100
96

96
96
98

134
146
138
146

154
146
134
146
154
138
134
150
144
140
138
154
142
146
134
148
146

154
152
144
146
146

162
146
138
154

166
158
138
146
158
138
148
164
158
148
152
158
162
146
134
156
142

168
138
144
158
146




E37 151 153 | 120 120 115 115 104 98 | 146 158
E38 149 149 | 122 122 119 125 098 98 ? ?
E39 151 157 ? ? 121 129 | 100 98 ? ?
E40 161 161 ? ? 115 127 | 102 98 | 140 162
Ica Sur FO1 ? ? 120 120 ? ? 98 98 | 154 160
FO2 147 147 ? ? 123 127 | 100 100| 150 150
FO3 147 147 | 120 124 125 129 | 100 98 ? ?
FO4 141 149 | 122 126 113 113 | 100 104 | 138 158
FOS 153 159 | 120 120 113 113 | 98 98 ? ?
FO6 149 159 | 124 126 127 133 | 100 102 ? ?
FO7 ? ? ? ? 123 123 ? ? 140 152
FO8 143 151 | 122 122 123 129 | 100 98 ? ?
FO9 159 159 ? ? 127 133 | 100 96 | 130 130
F10 145 149 | 120 122 115 121 | 100 98 ? ?
F11 155 159 | 122 128 115 121 | 98 98 | 134 146
F12 143 155 | 124 132 119 119 98 98 | 134 146
F13 145 161 | 124 128 115 115 102 104 | 142 154
F14 ? ? 118 124 119 119 | 100 94 ? ?
F15 155 161 | 120 120 125 127 | 104 98 ? ?
F16 ? ? 122 124 119 125 100 100 | 138 148
F17 143 151 | 120 122 115 115| 100 100 ? ?
F18 159 159 | 120 122 113 113 | 100 104 | 138 150
F19 155 155 | 120 120 127 127 | 102 104 | 134 146
F20 145 155 | 120 120 113 113 | 100 100 | 134 134
F21 153 157 | 120 120 117 123 | 100 100| 146 138
F22 149 153 | 122 126 117 117 | 98 98 | 152 154
F23 141 155 | 122 122 107 113 | 098 98 | 132 132
F24 157 161 | 122 132 115 115 104 98 | 150 154
F25 151 155 | 122 126 119 119 100 100 | 132 132
F26 151 157 | 120 120 117 117 | 104 98 | 136 114
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F27 153 161 | 122 124 123 123 | 104 98 | 138 152
F28 151 155 | 118 120 123 123 | 106 98 | 132 152
F29 159 173 | 120 122 123 123 | 100 110| 140 144
F30 141 153 | 122 130 115 115 100 100| 128 136
F31 145 159 | 122 122 123 123 | 102 104 | 138 148
F32 143 147 | 124 124 121 121 | 100 100| 132 158
F33 153 157 | 120 122 115 115 102 98 | 146 146
F34 159 159 | 124 124 117 119 | 098 98 | 150 150
F35 155 163 | 120 120 135 135 98 98 ? ?
F36 151 163 | 118 118 115 123 | 96 9 | 136 168
F37 155 163 | 120 120 115 127 | 106 96 | 156 162
F38 139 153 | 118 122 123 127 | 100 94 | 140 160
F39 143 149 | 118 118 115 123 | 94 98 | 138 146
F40 153 169 | 120 120 115 127 | 104 110| 146 154
F41 141 155 | 120 120 133 133 | 94 98 | 148 154
F42 153 169 | 120 120 131 131 94 98 | 140 156
Tacna sur GOo1 151 157 | 116 116 125 125 90 98 | 140 150
G02 159 165 | 120 120 123 123 | 100 92 | 144 148
G03 141 163 | 120 120 127 127 | 100 92 | 136 58
G04 151 161 | 120 124 115 123 | 102 98 | 144 148
G05 141 159 | 120 120 113 115 102 98 | 136 136
GO06 155 155 | 118 120 113 113 | 102 98 ? ?
GO07 159 163 | 122 122 113 125| 104 98 | 132 164
G08 163 163 | 116 116 115 127 | 100 96 | 148 156
G09 141 161 | 120 120 115 127 | 98 98 | 134 134
G10 151 165 | 118 118 121 123 94 98 | 132 144
G11 155 161 | 118 118 123 123 94 98 | 140 156
G12 159 165 | 120 120 113 127 | 100 94 | 140 156
G13 149 163 | 120 122 123 127 | 100 94 | 144 166
G14 143 163 | 120 120 117 117 | 100 96 ? ?
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G15
G16
G17
G18
G19
G20
G21
G22
G23
G24
G25
G26
G27
G28
G29
G30
G3l
G32
G33
G34
G35
G36
G37
G38
G39
G40
G41
G42
G43
G44

163
159
163
161
155
149
153
159
161
163
149
155
147
157
159
155
153
159
151
159
157
143
159
155
153
149

141
151
137

163
175
173
169
157
149
159
159
161
173
159
161
157
161
167
161
159
159
151
167
159
163
169
163
163
161

147
157
139

120
120
118
116
120
120
120
120
118
120
116
116
116
118
120
118
118
118
120
118
120
118
120
118
120
120
120
118
118
116

120
120
122
120
120
120
120
120
118
124
120
120
118
118
120
120
118
118
122
116
120
118
120
118
120
122
120
120
120
124

106

123
123
123
123
121
125
113
115
127
123
115
115
123
123
127
125
123
125
113
117
121
113
113
111
117
127

125
131
113

127
127
129
131
121
125
121
125
139
123
121
123
127
131
131
129
123
125
123
127
121
127
123
115
127
127

125
131
113

110
110
100
100
04
100
04
08
08
96
94
100
100
96
96
96
108
86
100
104
102
102
08
96
104
08
100
08
08
08

110
96
98

100
98

100
94
98
98
98
96
96
94
96
96
96

108
96

102
98
94
98
98
96

114
98

100
98
98
98

136

134
148
150
146
140
134
136
134
136
132
134
136
140
146

134
154
150
150
140
140
144
120
120
140
124
130
124

162

158
162
150
150
156
151
138
164
158
136
164
152
154
164

158
154
150
156
148
160
158
120
160
154
124
130
124




G45
G46
G471
G438
G49

155
153
151
135
153

155
153
151
143
161

118
118
120
122
120

120
118
120
122
120

127
125
125
117
123

127
125
129
117
131

96
98
98
100
98

102
104
98
98
98

120
120
120
130
120

130
130
120
130
120
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