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Abstract

Species of the family Lutjanidae constitute an important fishery resource in tropical marine areas worldwide and are
intensely exploited because of their excellent commercial value and quality. In Colombia, the lane snapper Lutjanus synagris is
considered vulnerable to overfishing due to its biological characteristics, habitat deterioration, and historical decrease in catch
rates in regions where it used to comprise the highest percentage of the landings. In order to generate more biological
information needed to make effective fishery management decisions and policies, the genetic structure of L. synagris was
analyzed in three areas of the Colombian Caribbean (Santa Marta, Rosario Islands, and Capurgana) using microsatellite-type
molecular markers. Fourteen primers reported for two phylogenetically close species (Rhomboplites aurorubens and Lutjanus
campechanus) were analyzed, eight of which were polymorphic and informative for the species under study. All loci were found
to depart from Hardy-Weinberg equilibrium due to marked heterozygote deficiency in all the populations studied. Both the
analysis of molecular variance (total population ®g; = 0.006, P = 0.022) and spatial analysis of molecular variance showed a
slight statistically significant population structure (best For = 0.003, ®gr = 0.007, P = 0.0001) that separated the Capurgana
population from those of the other areas with no evidence of isolation by distance (Mantel test Rxy = 0.023, P = 0.057). The
results suggest that the life history of the species and the regional oceanographic conditions play an important role in
determining the genetic structure and the existence of two different genetic stocks that should be managed according to their
population structure.
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Resumen

Las especies de la familia Lutjanidae constituyen un importante recurso pesquero alrededor de las zonas marinas tropicales
en el mundo y son explotadas intensivamente por su excelente calidad y valor comercial. En Colombia, Lutjanus synagris o
pargo rayado, podria considerarse vulnerable a la sobreexplotaciéon debido a sus caracteristicas bioldgicas, al deterioro de su
habitat y a la disminucion historica de su captura en regiones donde representaba el mayor porcentaje de la pesca. Con el animo
de generar informacion biologica que permita apoyar decisiones y politicas mas adecuadas de manejo pesquero se analizo la
estructura genética de L. synagris en tres regiones del Caribe Colombiano (Santa Marta, Islas del Rosario y Capurgand)
mediante marcadores moleculares tipo microsatélite. Para tal fin se evaluaron 14 cebadores reportados para dos especies
filogenéticamente cercanas (Rhomboplites aurorubens y Lutjanus campechanus) de los cuales ocho fueron polimorficos e
informativos para la especie en estudio. Se encontrd que todos los loci estaban muy alejados del equilibrio de Hardy-Weinberg
debido a una marcada deficiencia de heterocigotos observada en todas las poblaciones estudiadas. Tanto el andlisis de varianza
molecular (Qgr en la poblacion total = 0.006, P = 0.022) como el analisis espacial de varianza molecular mostraron una leve
estructuracion poblacional estadisticamente significativa (mejor For= 0.003, @ = 0.007, P = 0.0001) que separd la poblacion
de Capurgana de las demas regiones sin evidencia de aislamiento por distancia (Prueba de Mantel Rxy = 0.023, P = 0.057). Los
resultados sugieren un papel importante de la historia de vida de la especie y las condiciones oceanograficas predominantes en
dicha region en la determinacion de la estructura genética y la existencia de dos stocks genéticos distintos que deben ser
manejados de acuerdo a su estructura poblacional.

Palabras clave: genética de poblaciones, microsatélites, AMOVA, SAMOVA, stocks pesqueros.
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Introduction

The lane snapper Lutjanus synagris (Lutjanidae, L 1758) is
a demersal, generalist carnivore, trophically opportunistic
species, distributed throughout the Caribbean Sea from North
Carolina (USA) to southeastern Brazil (Cervigon 1993). Its
increasing commercial value and demand has made it a
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Introduccion

El pargo rayado Lutjanus synagris (Lutjanidae, L 1758) es
una especie demersal, carnivora generalista y oportunista tro-
fica que se distribuye a lo largo del Mar Caribe, desde Carolina
del Norte (EUA) hasta el sureste de Brasil (Cervigén 1993). Su
creciente demanda y valor comercial lo han convertido en una
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valuable source of income for regional fisheries in countries
like Bermuda, Cuba, Puerto Rico, Venezuela, and Colombia
(Luckhurst et al. 2000, Claro et al. 2001, Gomez et al. 2001).

Several fishery and biological aspects indicate that L.
synagris is vulnerable to overfishing in Colombia: (1) the bio-
logical characteristics of the species such as slow growth, late
sexual maturity, and breeding (Coleman et al. 2000, Luckhurst
et al. 2000, Claro et al. 2001); (2) the heavy fishing pressure
exerted by the artisanal and semi-industrial fleets (Mejia and
Acero 2002, Manjarrés 2004); (3) the increased fishing effort
in the Caribbean region due to technical and technological
innovations in the artisanal fishery (Manjarrés 2004); (4) the
historical decrease in lane snapper catch rates in both the arti-
sanal (Correa and Manjarrés 2004) and industrial trawling
fleets (Viafia et al. 2004); (5) the deterioration of the coral
reefs, lagoons, and marshes where this species recruits, devel-
ops, and lives (Mejia and Acero 2002); and (6) the reduced
maturation time in areas subject to greater fishing intensity
(Arteaga et al. 2004).

Though several studies have dealt with biological and
fishery aspects of L. synagris (compiled by Manjarrés 2004),
little information is available regarding the differentiation of
Colombian stocks, which is essential for the definition and
management of fishery units. There are only two studies in
which morphometric and meristic characters were used to
identify two possible stocks in the Guajira and Santa Marta
populations (Gomez 2002, Rodriguez 2004), but the panorama
of other areas in the southern Caribbean is not yet known.

Unlike L. synagris, other species of the family Lutjanidae
have been analyzed to delimit stocks and implement manage-
ment policies. This research has involved the genetic analysis
of populations using molecular markers like mitochondrial
DNA and microsatellite regions (Bagley et al. 1999, Gold et al.
2001a, Hauser et al. 2002, Ovenden and Street 2003, Rocha-
Olivares and Sandoval-Castillo 2003, Garber et al. 2004,
Pruett et al. 2005, Saillant and Gold 2006). Similar studies are
lacking for L. synagris, for which species-specific primers
have not been developed to amplify microsatellite regions.

This study aimed to generate information that will contrib-
ute to the knowledge and definition of management units and
to a multidisciplinary approach in the design of fishery man-
agement plans for the species, by analyzing the diversity and
genetic structure of L. synagris populations in the Colombian
Caribbean using microsatellite sequences that have been
reported for other species of the family Lutjanidae.

Material and methods
Sample collection and DNA isolation

A total of 240 L. synagris adults (80 individuals per area)
were sampled, obtained from artisanal fisheries operating in
three coral areas of Colombia (southern Caribbean) influenced
by different oceanographic conditions (Diaz et al. 2000, see
Ospina-Guerrero et al. 2008): Santa Marta, Rosario Islands,
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valiosa fuente de ingresos para las pesquerias regionales de
paises como Bermudas, Cuba, Puerto Rico, Venezuela y
Colombia (Luckhurst et al. 2000, Claro et al. 2001, Gomez et
al. 2001).

Varios aspectos bioldgico-pesqueros sugieren que L.
synagris puede ser considerada una especie vulnerable a la
sobreexplotacion en Colombia: (1) las caracteristicas biologi-
cas de la especie tales como crecimiento lento, madurez sexual
tardia y temporadas de migraciones de agregacion reproductiva
(Coleman et al. 2000, Luckhurst et al. 2000, Claro et al. 2001);
(2) la marcada presion de pesca de la flota artesanal y
semindustrial (Mejia y Acero 2002, Manjarrés 2004); (3) el
aumento del esfuerzo pesquero en la region del Caribe debido a
innovaciones técnicas y tecnoldgicas a las flotas artesanales
(Manjarrés 2004); (4) la disminucién histérica en las capturas
del pargo rayado tanto por la flota artesanal (Correa y
Manjarrés 2004) como por la flota industrial de arrastre (Viafia
et al. 2004); (5) el deterioro de los arrecifes coralinos, lagunas
y ciénagas, que son sus habitats de reclutamiento, desarrollo y
residencia (Mejia y Acero 2002); y (6) la disminucion del
tiempo de madurez de L. synagris en sitios con mayor esfuerzo
pesquero (Arteaga et al. 2004).

A pesar de varios estudios que involucran aspectos
bioldgicos y pesqueros de L. synagris (recopilados por
Manjarrés 2004), existe poca informacion disponible en
relacion con la diferenciacion de stocks en Colombia, la cual
es crucial para la definicion y manejo de las unidades
pesqueras. En este sentido so6lo se han realizado dos trabajos en
donde se utilizaron la morfometria y la meristica para la
identificacion de dos posibles stocks entre las poblaciones de
la Guajira y Santa Marta (Gomez 2002, Rodriguez 2004), pero
se desconoce el panorama en otras zonas del sur del Mar
Caribe.

A diferencia de lo que ocurre con L. synagris, en otras
especies de la familia Lutjanidaec se han desarrollado mas
estudios para delimitar stocks e implementar politicas de
manejo. Estos trabajos involucran el andlisis genético de
poblaciones con marcadores moleculares tales como regiones
microsatélites y marcadores de ADN mitocondrial (Bagley et
al. 1999, Gold et al. 2001a, Hauser et al. 2002, Ovenden y
Street 2003, Rocha-Olivares y Sandoval-Castillo 2003,
Garber et al. 2004, Pruett et al. 2005, Saillant y Gold 2006),
los cuales no han sido implementados hasta la fecha para L.
synagris, especie para la cual no se han desarrollado cebadores
especie-especificos que amplifiquen regiones microsatélites.

Con miras a generar informacion que contribuya al conoci-
miento y definicion de unidades de manejo y para la integra-
cion multidisciplinaria en el disefio de planes de manejo
pesquero para la especie, en el presente trabajo se analizd la
diversidad y estructura genética de poblaciones de L. synagris
en el Caribe Colombiano con la ayuda de secuencias microsa-
télites que han sido reportadas para otras especies de la familia
Lutjanidae.
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Figure 1. Geographic location of three coralline areas (e) in the southern
Caribbean (Colombia) where Lutjanus synagris was collected.

Figura 1. Localizacién geogréfica de tres areas coralinas () en el Caribe
Sur (Colombia) en donde se realizaron las colectas de Lutjanus synagris.

and Capurgand (fig. 1). Sampling was conducted in October
2004 to coincide with the season of maximum species abun-
dance and in the opposite direction of the regional oceano-
graphic currents to avoid capturing the same populations in
movement.

The EDTA-treated blood of each individual was preserved
in ethanol and transported to the laboratory for DNA extraction
according to the method proposed by Martinez et al. (1998).
The concentration of the extracted DNA was determined using
a VersaFluor fluorometer (Bio-Rad, Philadelphia) following
the recommendations and specifications described in the
Fluorescent DNA Quantification Kit (Bio-Rad, Philadelphia).
To evaluate the quality of the extracted DNA, 1 pL of each
sample was analyzed by 0.8% agarose gel electrophoresis in
1x TBE buffer (Sambrook et al. 1989), at a constant voltage
(80 V) for 1 h, and stained with ethidium bromide (Amresco,
Ohio).

Microsatellite markers

We used 14 specific primers for microsatellite regions of
species known to be phylogenetically close to L. synagris,
selected based on the level of genetic polymorphism, similarity
in annealing temperatures, the repetition unit, and fragment
size larger than 150 bp. We selected seven primers initially
developed for Rhomboplites aurorubens (Ral, Ra2, Ra3, Ra5,
Ra6, Ra7, and Rall, Bagley and Geller 1998) and another
seven for Lutjanus campechanus (Lca22, Lca27, and Lca9l,
Heist and Gold 2000; Prs221, Prs229, Prs303, and Prs55, Gold
et al. 2001a). For PCR amplification of the 14 microsatellite
loci, the previously described conditions were used with
modifications in the temperatures and alignment time of the
primers.
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Materiales y métodos
Recoleccion de la muestra y aislamiento de ADN

Se muestre6 un total de 240 adultos de L. synagris (80
individuos/area) provenientes de la pesca artesanal en tres
areas coralinas colombianas del sur del Caribe, influenciadas
por diferentes condiciones oceanograficas (Diaz et al. 2000,
ver Ospina-Guerrero et al. 2008): Santa Marta, Islas del
Rosario y Capurgana (fig. 1). El muestreo se realiz6 durante
octubre de 2004 para coincidir con la época de mayor abundan-
cia de la especie y en sentido contrario al sistema de corrientes
oceanograficas de la region para evitar capturar las mismas
poblaciones en movimiento.

La sangre de cada individuo tratada con EDTA se preservé
en etanol y se transport6 al laboratorio en donde se extrajo el
ADN segun la metodologia propuesta por Martinez et al.
(1998). La concentracion de ADN extraido se determind por
medio de un fluorémetro VersaFluor (Bio-Rad, Filadelfia)
siguiendo las recomendaciones y especificaciones descritas en
el kit comercial para la cuantificacion fluorescente de DNA de
Bio-Rad (Filadelfia). Para evaluar la calidad del ADN extraido,
se realizo6 la electroforesis de 1 pL de cada muestra en geles de
agarosa al 0.8% en amortiguador TBE 1x (Sambrook et al.
1989) a un voltaje constante de 80V por 1 h y se tifi6 con bro-
muro de etidio (Amresco, Ohio).

Marcadores microsatélites utilizados

Se utilizaron 14 cebadores especificos para regiones micro-
satélites de especies filogenéticamente cercanas a L. synagris
los cuales se seleccionaron con base en el nivel de polimor-
fismo genético, la similitud en las temperaturas de alinea-
miento, la simplicidad en la unidad de repeticién y un tamafio
de fragmento superior a 150 pb. Se seleccionaron siete cebado-
res desarrollados inicialmente para Rhomboplites aurorubens
(Ral, Ra2, Ra3, Ra5, Ra6, Ra7 y Rall, Bagley y Geller 1998)
y otros siete para Lutjanus campechanus (Lca22, Lca27 y
Lca9l, Heist y Gold 2000; Prs221, Prs229, Prs303 y Prs55,
Gold et al. 2001a). Para la amplificacion por PCR de los 14
loci microsatélites se utilizaron las condiciones previamente
descritas con modificaciones en las temperaturas y el tiempo
de alineamiento de los cebadores.

Genotipificacion

Para la genotipificacion, las reacciones de amplificacion se
realizaron en un volumen final de 10 pL, con amortiguador de
PCR 1x (Invitrogen, California), 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de
dNTPs, 50 uM de cada uno de los cebadores, 2% de forma-
mida (Amresco, Ohio), 0.005 unidades pL!' de Taq recombi-
nante (Invitrogen, California) y 2.5 ng uL™' de ADN. El
cebador derecho de todos los pares de cebadores fue marcado
fluorescentemente con Cy5.0 o Cy5.5 (MWG Biotech,
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Genotypification

Amplification reactions were performed in a final volume
of 10 pL Ix PCR buffer (Invitrogen, California), 2.5 mM
MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 50 uM of each primer, 2% formamide
(Amresco, Ohio), 0.005 units pL~! recombinant Taq (Invitro-
gen, California), and 2.5 ng pL"! DNA. Each forward primer
was fluorescently labeled with Cy5.0 or Cy5.5 (MWG Biotech,
Atlanta). A PTC-200 thermal cycler (MJ Research, Massachu-
setts) was programmed with a ramp of one, initial denaturation
of 1 min at 90°C, and 30 cycles as follows: 15 sec at 94°C;
45 sec at 58°C for primers Lca22, Lca27, Ral, Ra5, Ra6, and
Ra7, or 45 sec at 56°C for primers Lca9l, Ra2, Prs229, and
Prs221; 15 sec at 72°C; and a final extension of 30 min at 72°C.

Allele size was determined using a Long-Read Tower
System automated sequencer and its consumables, according to
the manuals provided by the manufacturer. The instrument was
programmed to read both fluorochromes in order to include
two individuals per well, under the following conditions: 1500
V, 58°C temperature, 50% laser power, 1 sec for reading, and
running for 45 min in the presence of 1x TBE. Each polyacryl-
amide gel (cassette) was used for three independent runs and
0.2 pL denaturated PCR was seeded in each well with its
respective control at a ratio of 1:1 for each fluorochrome. The
size of each amplification was calculated using GeneObjects
3.0 software (Bayer) and internal markers of known size
(237-245 and 206-210 bp) as reference. To select the true peak
and determine the homozygotic or heterozygotic conditions,
the recommendations made by Butler (2001) were followed.

Data analysis

Genetic diversity was estimated for the total population and
for each subpopulation by calculating the average number of
alleles per locus, the number of polymorphic loci, and the
observed and expected average heterozygosity, using GenAlEx
6.0 software (Peakall and Smouse 2006). Departures from
Hardy-Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium were
estimated with the Fisher exact probability test described by
Raymond and Rousset (1995), using Genepop 3.4 software
(Raymond and Rousset 2003) and adjusting the significance
values with the Bonferroni test (Rice 1989).

To evaluate the genetic differentiation of the total popula-
tion, between pair-wise populations and among oceanographic
scenarios, we used statistic @y, for the analysis of molecular
variance (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) included in the
GenAlEx 6.0 software (Peakall and Smouse 2006), with
10,000 permutations and Bonferroni (Dunn-Sidak) adjustment
to the 95% confidence interval (Sokal and Rohlf 1995).
Genetic isolation by distance was evaluated by the Mantel test
(Mantel 1967), following the method proposed by Smouse et
al. (1986) included in the GenAlEx 6.0 software (Peakall and
Smouse 2006), with 10,000 permutations and a 95% signifi-
cance level. Genetic differentiation among populations was
assessed using the SAMOVA 1.0 software, with 100 initial
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Atlanta). Se program6é un termociclador PTC-200 (MJ
Research, Massachusetts) con una rampa de uno, una desnatu-
ralizacion inicial de 1 min a 90°C, seguida de 30 ciclos con el
siguiente perfil: 15 seg a 94°C, 45 seg a 58°C para los cebado-
res Lca22, Lca27, Ral Ra5, Ra6 y Ra7 ¢ 45 seg a 56°C para los
cebadores Lca9l, Ra2, Prs229, Prs221, 15 seg a 72°C, y una
extension final de 30 min a 72°C.

El tamafio de los alelos se determind en un secuenciador
automatico Long-Read Tower System con sus consumibles, de
acuerdo con los manuales provistos por el fabricante. El equipo
se programo para leer ambos fluorocromos con el fin de incluir
dos individuos por pozo, bajo condiciones de corrido de 1500
V, 58°C de temperatura, 50% de potencia del laser, 1 seg de
lectura y 45 min de corrido en presencia de TBE 1x. Cada gel
de poliacrilamida (cassette) fue utilizado para tres corridas
independientes y se sembr6 en cada pozo 0.2 pL de PCR des-
naturalizada con su respectivo control a una proporciéon 1:1
para cada fluorocromo. El tamafio de cada amplificado se cal-
culo con el software GeneObjects 3.0 (Bayer) utilizando como
referencia marcadores internos de tamafio conocido (237245
y 206210 pb). Para la seleccion del pico verdadero y la deter-
minacioén de su condicion de homocigoto o heterocigoto, se
siguieron las recomendaciones de Butler (2001).

Andalisis de datos

La diversidad genética se estimd para toda la poblacion y
para cada una de las subpoblaciones mediante el calculo del
promedio de alelos por locus, el niimero de loci polimoérficos y
la heterocigosidad media observada y esperada, utilizando el
programa GenAlEx V 6.0 (Peakall y Smouse 2006). Las des-
viaciones del equilibrio Hardy-Weinberg y desequilibrio de
ligamiento se estimaron con la prueba de probabilidad de
Fisher descrita por Raymond y Rousset (1995) usando el pro-
grama Genepop 3.4 (Raymond y Rousset 2003) y ajustando los
valores de significancia con la prueba de Bonferroni (Rice
1989).

Para evaluar la diferenciacion genética de toda la pobla-
cion, entre pares de poblaciones y entre escenarios oceanogra-
ficos, se utilizd el estadistico ®g; para el analisis de varianza
molecular (AMOVA; Excoffier et al. 1992) del programa
GenAlEx V 6.0 (Peakall y Smouse 2006) con 10,000 permuta-
ciones y un ajuste al intervalo de confianza por Bonferroni
(Dunn-Sidak) al 95% (Sokal y Rohlf 1995). La diferenciacion
genética debida al aislamiento por distancia se evaludé con la
prueba de Mantel (Mantel 1967) siguiendo el método de
Smouse et al. (1986) implementado en el programa GenAlEx
V 6.0 (Peakall y Smouse 2006) con 10,000 permutaciones y un
nivel de significancia de 95%. La diferenciacion genética entre
poblaciones también se evalu6 mediante el programa
SAMOVA 1.0 utilizando 100 configuraciones iniciales, dos
grupos, 10,000 permutaciones y un nivel de significancia de
95% (Dupanloup et al. 2002).
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configurations, two groups, 10,000 permutations, and a 95%
significance level (Dupanloup et al. 2002).

Results
Selection of microsatellite markers

Ten of the 14 primers evaluated showed optimum amplifi-
cation and eight were sufficiently polymorphic to be included
in this analysis. Primers Prs55, Prs303, Ra3, and Rall did not
amplify under the different reaction mixtures and thermal pro-
files examined in this study.

Genetic diversity

Allele size ranged from 116 to 261 bp and the average num-
ber of alleles per locus was 14 (ranging from 6 to 27), with
Ra$5, Prs229, Ral, Lca22, and Lca 91 exhibiting a higher level
of polymorphism (table 1). All the microsatellite loci evaluated
showed heterozygote deficiency with the consequent departure
from Hardy-Weinberg equilibrium (P < 0.001; tables 1, 2).
Linkage disequilibrium was not detected for any of the loci
pairs evaluated in the three populations (P > 0.05).

Genetic differentiation

A small but statistically significant differentiation was
found between the Capurgand and the other two (Santa Marta
and Rosario Islands) geographic populations, by both AMOVA
(total population @y = 0.006, P = 0.022) and SAMOVA (best
Fer= 0.003, g = 0.007, P = 0.0001). A similar result was
obtained when the oceanographic scenario between Capurgana
and other populations was assessed (Atrato River and Panama-
Colombia Countercurrent; table 3, fig. 1). We found no signifi-
cant correlation between genetic and geographic distance
(Rxy = 0.015, P = 0.142, R? = 0.0002) among the L. synagris
populations evaluated.

Resultados
Seleccidn de marcadores microsatelites

De los 14 cebadores evaluados, 10 mostraron amplificacion
optima y ocho fueron lo suficientemente polimoérficos para
ser incluidos en este andlisis. Los cuatro cebadores Prs55,
Prs303, Ra3 y Rall, no amplificaron bajo diferentes mezclas
de reaccion y perfiles térmicos examinados en este estudio.

Diversidad génica

El tamafio alélico vari6 desde 116 hasta 261 bp y el prome-
dio de alelos por locus fue de 14, con un rango de 6 a 27, de los
cuales Ra$5, Prs229, Ral, Lca22 y Lca 91 presentaron el mayor
nivel de polimorfismo (tabla 1). Todos los loci microsatélite
evaluados presentaron déficit de heterocigosidad con la conse-
cuente desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg (P < 0.001;
tablas 1, 2) y no se detectd desequilibrio de ligamiento en nin-
guno de los pares de loci evaluados en las tres poblaciones (P >
0.05).

Diferenciacién genética

Se encontrd una diferenciacion pequefia pero estadistica-
mente significativa entre la poblacion de Capurgand y las otras
dos poblaciones geograficas tanto por AMOVA (®s; en toda
la poblacion = 0.006, P = 0.022) como por SAMOVA(mejor
Fer=0.003, Og; = 0.007, P =0.0001). Se encontr6 un resultado
similar cuando se evalud el escenario oceanografico entre
Capurgand y las otras poblaciones (Rio Atrato y la Contraco-
rriente Panama-Colombia; tabla 3, fig. 1). No se encontrd
correlacion significativa entre la distancia genética y la
geografica (Rxy = 0.015, P = 0.142, R? = 0.0002) entre las
poblaciones de L. synagris evaluadas.

Table 1. Genetic diversity of eight microsatellite loci from Lutjanus synagris in the Colombian Caribbean. N: number of specimens
examined, Na: number of alleles per locus, Hy,: observed heterozygosity, Hg: expected heterozygosity, F: fixation index, SR: size range in
base pairs found per locus. * Statistical departure from Hardy-Weinberg equilibrium (P < 0.01).

Tabla 1. Diversidad genética en ocho loci microsatélite de Lutjanus synagris en el Caribe Colombiano. N: nimero de individuos
muestreados, Na: nimero de alelos por locus, Hy: heterocigosidad observada, Hg: heterocigosidad esperada, F: indice de fijacion, SR:
rango de tamafios en pares de bases encontrados por locus. * Desviacion significativa del equilibrio Hardy-Weinberg (P < 0.01).

Locus N Na Ho Hg F SR

Ral 209 13 0.388 0.821 0.528%* 140-164
Ra5 216 27 0.273 0.936 0.708* 161-215
Ra6 214 10 0.065 0.573 0.886* 147-171
Ra7 229 6 0.341 0.564 0.396* 178-188
Lca22 209 14 0.187 0.774 0.759%* 231-261
Lca27 220 10 0.236 0.772 0.694* 116-136
Lca9l 228 11 0.548 0.776 0.294* 134-164
Prs229 204 20 0.152 0.910 0.833* 121-159
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Table 2. Genetic diversity of three Lutjanus synagris populations in the Colombian Caribbean. N: number of specimens examined,
Na: number of alleles per locus, Hy: observed heterozygosity, Hg: expected heterozygosity, F: fixation index. * Statistical

departure from Hardy-Weinberg equilibrium (P < 0.01).

Tabla 2. Diversidad genética de tres poblaciones de Lutjanus synagris en el Caribe Colombiano. N: nimero de individuos
muestreados, Na: nimero de alelos por locus, H: heterocigosidad observada, Hg: heterocigosidad esperada, F: indice de
fijacion. * Desviacion significativa del equilibrio Hardy-Weinberg (P < 0.01).

Population Locus N Na Ho Hg F
Santa Marta Ra5 69 24 0.217 0.916 0.763
Prs229 71 16 0.155 0.891 0.826
Ral 67 11 0.493 0.852 0.422
Lca22 65 11 0.262 0.785 0.667
Lcadl 75 8 0.507 0.780 0.351
Lca27 67 8 0.194 0.739 0.737
Ra6 65 7 0.077 0.506 0.848
Ra7 75 4 0.360 0.537 0.330
Rosario Islands Ra5 75 27 0.293 0.937 0.687
Prs229 74 19 0.108 0.920 0.883
Ral 77 11 0.377 0.795 0.526
Lca22 77 11 0.182 0.782 0.768
Lca9dl 78 11 0.590 0.777 0.241
Lca27 79 9 0.266 0.764 0.652
Ra6 80 6 0.075 0.537 0.860
Ra7 79 5 0.253 0.533 0.525
Capurgana Ra$ 72 25 0.306 0.935 0.673
Prs229 59 16 0.203 0.877 0.768
Ral 65 13 0.292 0.795 0.632
Lca22 67 11 0.119 0.743 0.839
Lca9dl 75 7 0.547 0.744 0.265
Lca27 74 9 0.243 0.788 0.691
Ra6 69 5 0.043 0.638 0.932
Ra7 75 5 0.413 0.608 0.321
Discussion Discusion

This study evaluated the genetic diversity and population
structure of L. synagris in several regions of the Colombian
Caribbean by adapting eight microsatellite markers previously
reported for phylogenetically close species.

Genetic diversity

Our findings show a high degree of polymorphism,
evidenced by the high average number of alleles per locus,
suggesting that the eight loci selected are informative for L.
synagris. Compared with previously published data for other
species, the average number of alleles per locus was higher for
Lca91l and Prs229 (11 of 8 and 20 of §, respectively) and lower
for Ra6 and Lca27 (10 of 23 and 10 of 19, respectively)
(Bagley and Geller 1998, Heist and Gold 2000, Gold et al.
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En el presente trabajo se realizé un estudio de la diversidad
génica y estructuracion poblacional de L. synagris en varias
regiones del Caribe Colombiano, mediante la adaptacion de
ocho marcadores microsatélites previamente reportados para
especies filogenéticamente cercanas.

Diversidad génica

Los resultados de este estudio muestran un alto grado de
polimorfismo, evidenciado en el elevado promedio de alelos
por locus, que sugiere que los ocho loci seleccionados son
informativos para L. synagris. En comparacion con datos
previamente publicados para otras especies, se encontré un
promedio de alelos por locus mayor en los loci Lca91 y Prs229
(11 de 8 y 20 de 8, respectivamente) y menor en los loci Ra6 y
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Table 3. Estimators of gene flow between pair-wise Lutjanus synagris populations and among oceanographic scenarios in the southern Caribbean Sea.
Tabla 3. Estimadores del flujo genético entre pares de poblaciones de Lutjanus synagris y entre los escenarios oceanograficos en el sur del Mar Caribe.

Dgr P

Geographic populations (geographic distance)

Capurgana—Santa Marta (471 km) 0.0100 0.011

Rosario Islands—Capurgana (245 km) 0.0080 0.021

Rosario Islands—Santa Marta (227 km) 0.0003 0.420
Oceanographic scenarios

Panama-Colombia Countercurrent 0.0900 0.040

Atrato River 0.0080 0.021

Central Caribbean Current 0.0030 0.155

Magdalena River 0.0003 0.420

2001a). This is similar to that found for Pragus auratus, where
four of the primers originally developed for P. mayor were
more informative than four of the specific primers (Adcock et
al. 2000), and supports a prior observation that the variation of
microsatellites differs among species of the same class of ver-
tebrates and is likely related to population dynamics (Neff and
Gross 2001).

Levels of heterozygosity

All the loci evaluated showed marked heterozygosity defi-
ciency with the consequent departure from Hardy-Weinberg
equilibrium. This deficit has also been reported for some loci
from Rhomboplites aurorubens (Bagley et al. 1999) and ini-
tially interpreted as possible genotypification errors due to the
presence of stutter products (Shinde et al. 2003), dominance of
short alleles (Wattier et al. 1998), or presence of null alleles
(Shaw et al. 1999), even though this characteristic seems to be
a common trait in invertebrate (Ball and Chapman 2003, Sato
et al. 2005, Tello-Cetina et al. 2005, R Pérez et al. 2006) as
well as vertebrate marine organisms (Ovenden and Street 2003,
Takagi et al. 2003, Clark et al. 2004, O’Reilly et al. 2004, A
Pérez et al. 2006).

In the present study, heterozygosity deficiency cannot be
explained by the Wahlund effect (Wahlund 1928) due to the
absence of correlation between the genetic and geographic dis-
tances (Mantel test Rxy = 0.023, P = 0.057). Moreover, it does
not appear to be indicative of associative reproduction due to
the breeding habits of the species in which gametes are
released simultaneously for fecundation.

As this is the first study aiming to determine the genetic
diversity of L. synagris populations, there is no prior informa-
tion that can be used to analyze the possible loss of genetic
diversity over time. Nevertheless, the possibility of endogamic
processes cannot be discarded for this species in a Colombian
Caribbean scenario if some fishery parameters are considered
that suggest fishing pressure (Mejia and Acero 2002,
Manjarrés 2004), such as a decrease in historical catches in the
past few years (Correa and Manjarrés 2004, Viana et al. 2004)
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Lca27 (10 de 23 y 10 de 19, respectivamente) (Bagley y Geller
1998, Heist y Gold 2000, Gold et al. 2001a). Lo anterior es
similar a lo encontrado para Pragus auratus, en el que cuatro
cebadores desarrollados originalmente en Pragus mayor fue-
ron mas informativos que cuatro de los cebadores especificos
(Adcock et al. 2000) y apoyan la observacion previa de que la
variacion de microsatélites difiere entre las especies de la
misma clase de vertebrados y esta posiblemente relacionado
con la dindmica poblacional (Neff'y Gross 2001).

Niveles de heterocigosidad

En este estudio se encontré un marcado déficit de heteroci-
gosidad en todos los loci evaluados con la consecuente desvia-
cion del equilibrio Hardy-Weinberg. Esta deficiencia también
ha sido reportada para algunos loci en Rhomboplites auroru-
bens (Bagley et al. 1999) ¢ interpretada inicialmente como
posibles errores de genotipificacion por la presencia de picos
fantasmas (Shinde et al. 2003), la dominancia de alelos peque-
fios (Wattier et al. 1998), o la presencia de alelos nulos (Shaw
et al. 1999) aun cuando esta caracteristica parece ser un rasgo
comun tanto en organismos marinos invertebrados (Ball y
Chapman 2003, Sato et al. 2005, Tello-Cetina et al. 2005, R
Pérez et al. 2006) como en vertebrados (Ovenden y Street
2003, Takagi et al. 2003, Clark et al. 2004, O’Reilly et al.
2004, A Pérez et al. 2006).

En este trabajo, la deficiencia de heterocogosidad no puede
ser explicada por el efecto Wahlund (Wahlund 1928) debido a
la ausencia de correlacion entre la distancia genética y la dis-
tancia geografica (prueba de Mantel Rxy = 0.023, P =0.057) y
tampoco parece ser indicativo de apareamiento asociativo
debido a los habitos reproductivos de la especie, en la que los
gametos se liberan simultaneamente para la fecundacion.

Debido a que éste es el primer trabajo en el que se intenta
conocer la diversidad genética poblacional de L. synagris no se
cuenta con informacion previa que permita explorar la posibili-
dad de pérdida de diversidad genética en el tiempo; sin
embargo, no se puede descartar la posibilidad de procesos
endogamicos para esta especie en el escenario del Caribe
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and a reduced maturation time at sites subject to greater fishing
effort (Arteaga et al. 2004). A similar situation has occurred
with the overfishing of Pragus auratus in New Zealand fisher-
ies (Hauser et al. 2002) and of Diplodus sargas in unprotected
areas (Rowe and Hutchings 2003).

Genetic differentiation

Evidence was found of slight genetic divergence between
the Capurgana and the Rosario Islands and Santa Marta popu-
lations, which could indicate the presence of barriers among
these populations and the existence of two fishery stocks that
should be managed according to their population structure. The
Santa Martha stock has been previously evidenced by morpho-
metric and meristic analysis (Goémez 2002, Rodriguez 2004)
and the genetic data obtained in the present study suggest that
this stock is similar to that from the Rosario Islands but differs
from the Capurgana stock.

The genetic divergence observed could be attributed to
differences in the continental shelf between Capurgana (wide)
and the region of the Rosario Islands (narrow) and Santa Marta
(continental slope), since this species shows a clear association
with the shelf bottom where it hides and usually feeds (Acero
and Garzon 1985). This is a common behaviour of demersal
marine fishes, and shelf topography, depth, and sediment type
are factors that determine the population structure
(Duponchelle et al. 2000). Another observation supporting this
premise is that demersal populations that inhabit shallow
waters exhibit greater population fragmentation than species
that inhabit deep waters because the latter encounter fewer
physical barriers for their movements and, therefore, for gene
flow (Newman et al. 1996).

Since the Panama-Colombia Countercurrent may favour
rather than limit gene flow, the genetic differentiation between
geographic populations found in this study could be explained
by the presence of the Atrato River. The fact, however, that
gene flow was detected in the same oceanographic scenario for
Stegastes partitus (Ospina-Guerrero et al. 2008), a species that
presents territorial behaviour in adult stages and pelagic larval
dispersion, indicates that the life strategy of the species
adapted to the oceanographic scenario exerts a stronger influ-
ence than the presence of the Atrato River, the marine currents,
or the geographic distance. Similar results have been reported
for the Florida peninsula, where marked genetic substructuriza-
tion was not detected among populations of Rhomboplites
aurorubens (Bagley et al. 1999), whereas in the same oceano-
graphic scenario, geographic structurization was detected for
Scomberomorus cavalla (Gold et al. 2001b). The role of life
history in determining the population structure was also
mentioned in a recent study on Lutjanus campechanus in the
northern Gulf of Mexico, where similar to our findings, a
slight but significant structurization of populations was
observed over short distances with no evidence of isolation by
distance (Saillant and Gold 2006). Genetic structurization was
also detected for Coryphaena hippurus by RFLPs of the
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Colombiano, si se consideran algunos parametros pesqueros
que sugieren presion de pesca (Mejia y Acero 2002, Manjarrés
2004), como la disminucién en las capturas historicas en los
ultimos afios (Correa y Manjarrés 2004, Viafia et al. 2004) y la
disminucion del tiempo de madurez en sitios con mayor
esfuerzo pesquero (Arteaga et al. 2004). Una situacion similar
ha ocurrido con la sobreexplotacion de Pragus auratus en las
pesquerias de Nueva Zelanda (Hauser et al. 2002) y con la
sobrepesca de Diplodus sargas en areas no protegidas (Rowe y
Hutchings 2003).

Diferenciacién genética

En el presente trabajo se encontr6 evidencia de una ligera
diferenciacion genética entre Capurgand y las poblaciones de
Islas del Rosario y Santa Marta, lo que podria indicar la pre-
sencia de barreras entre estas poblaciones y la existencia de dos
stocks pesqueros que deben ser manejados de acuerdo a su
estructura poblacional. El stock de Santa Marta fue previa-
mente evidenciado mediante analisis morfométrico y meristico
(Goémez 2002, Rodriguez 2004), y los datos genéticos obteni-
dos en el presente estudio sugieren que es genéticamente simi-
lar a las Islas del Rosario y diferente a Capurgana.

La diferenciacion genética encontrada podria ser conse-
cuencia de las diferencias en la plataforma continental entre
Capurgana (ancha) y la region de Islas del Rosario (estrecha) y
Santa Marta (talud continental), debido a que esta especie
muestra una marcada asociacion con los fondos de la plata-
forma continental en los que se esconde y usualmente obtiene
su alimento (Acero y Garzén 1985). Este comportamiento
parece comun en especies de peces demersales marinos en las
que la profundidad, la topografia de la plataforma y el tipo de
sedimento son los factores que determinan la estructura de la
poblacion (Duponchelle et al. 2000). Otro soporte para esta
idea es la observacion de que las poblaciones demersales que
habitan aguas someras exhiben mayor fragmentacion de su
poblacion que las especies que habitan las aguas profundas
debido a que estas ultimas encuentran menos barreras fisicas
para sus movimientos y por lo tanto para el flujo génico
(Newman et al. 1996).

Debido a que la contracorriente Panama-Colombia podria
favorecer el flujo génico en lugar de limitarlo, la diferenciacion
genética entre poblaciones geograficas encontrada en este estu-
dio podria explicarse por la presencia del Rio Atrato. Sin
embargo, la evidencia de que en el mismo escenario oceano-
grafico se haya detectado flujo génico en Stegastes partitus
(Ospina-Guerrero et al. 2008), especie que presenta un estado
adulto territorialista y una larva peldgica con capacidad de
dispersion, es indicio de que la estrategia de vida de la especie
adaptada al escenario oceanografico ejerce una influencia mas
fuerte que la presencia del Rio Atrato, las corrientes marinas o
la distancia geografica por si solos. Se han encontrado resulta-
dos similares en la peninsula de la Florida en donde no se
detectd una marcada subestructuracion genética entre pobla-
ciones del pargo de profundidad Rhomboplites aurorubens,
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mitochondrial NADH1 gene (Rocha-Olivares et al. 2006), sug-
gesting that the results are probably not a consequence of the
genetic markers used.

Analysis of the data presented herein and those previously
published by Gomez (2002) and Rodriguez (2004) indicates
the existence of at least three different stocks of the Colombian
Caribbean L. synagris populations (Capurgana, Rosario
Islands-Santa Marta, and Guajira), which should be managed
according to their population structure. The basic biological
information provided for this species serves as reference for
future monitoring of the genetic diversity of these populations
in the Caribbean Sea.
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