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Resumen

Definir el sistema de apareamiento y relaciones de parentesco de los
organismos con reproduccion sexual, es uno de los temas recurrentes
en el estudio de la biologia evolutiva. En décadas recientes, se han
empleado marcadores moleculares para incrementar el conocimien-
to del sistema de apareamiento de los organismos y especificamente
los microsatélites nucleares, secuencias de uno a diez nucleétidos
repetidos en tdndem, han sido seleccionados para estudiar la variac-
i6n genética y determinar las relaciones de parentesco y pruebas de
paternidad-maternidad. En este trabajo presentamos resultados del
primer andlisis molecular del sistema de apareamiento genético de
Stegastes diencaeus, especie tropical, que se distribuye en el Atldntico
occidental. Esta especie presenta un comportamiento altamente ter-
ritorial, fecundacién externa y desove sobre el substrato, los machos
ejecutan el cuidado parental desde el momento de la fertilizacién
hasta la eclosién de las larvas peldgicas, realizando limpieza del nido,
ventilacién y proteccién de los huevos contra la depredacién. En el
presente trabajo analizamos tres nidos S. diencaeus colectados en
Xpu-Ha, Quintana Roo con dos loci de microsatélites, detectando
un sistema de apareamiento genético poliginico.

Palabras clave: Microsatélites, Sistema de apareamiento genético, Poligi-
nia, Stegastes.

Introduccién

El sistema de apareamiento (SA) de una especie, se refiere al con-
junto de estrategias empleadas en la obtencién de apareamientos
e involucra caracteristicas como el nimero de apareamientos ad-
quiridos, la manera en c6mo se obtienen, asf como la existencia y
duracién de lazos de pareja y el cuidado parental (Emlen y Oring,
1977).

Con respecto al niimero de parejas por temporada reproductiva,
se han descrito tres tipos de sistemas de apareamiento: Mono-
gamia, Poligamia y Promiscuidad (Krebs y Davies 1993). En la
monogamia un macho se aparea con una sola hembra en cada
temporada de reproduccién. La poligamia se presenta cuando un
individuo macho o hembra copula con varias parejas por evento
reproductivo, si son los machos los que se aparean con mds de
una hembra, se denomina poliginia, mientras que si son las hem-
bras las que se aparean con mds de un macho se denomina como
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Abstract

Define the mating systems and parental relationships of organisms
with sexual reproduction, is one of the recurring themes in the study
of evolutionary biology. In recent decades, molecular markers have
been used to increase the knowledge of mating systems, specifically,
nuclear microsatellites, sequences of one to ten nucleotides repeated
in tandem have been selected to study genetic variation to establish
the genealogical relationships and paternity tests. In this work we
present the first molecular analysis of genetic mating system of Ste-
gastes diencaeus, a tropical species, of western Atlantic. This species
show territorial behavior, external fecundation, and benthic spawn.
Parental care (nest cleaning,ventilation and protection against pre-
dation) is performed by males, science fertilization of the eggs until
the hatch of pelagic larva. We analyzed two loci of nuclear microsat-
ellites from three nests of S. diencaeus collected in Xpu-Ha, Quin-
tana Roo. We found polygynous genetic matyng sistem.

Keywords: Microsatellites, genetic mating system, polygyny, Stegastes

poliandria.

Los SA pueden ser estudiados desde dos perspectivas, por una
parte estd la conducta reproductiva de los individuos parentales
mediante observaciones directas y por otro el andlisis genético de
las progenies y parentales empleando marcadores moleculares. Se
ha observado que estas perspectivas no siempre brindan descrip-
ciones congruentes. (Hugues, 1998; Griffith ez /. 2002). En gen-
eral se ha sugerido que el estudio de los SA a través de la conducta
de los adultos, pueden subestimar o sobreestimar la contribucién
de las copulas extra pareja al éxito reproductivo de los individuos
parentales, particularmente cuando su frecuencia es baja. En ese
contexto, la descripcién de los SA a través de técnicas moleculares
permite detectar el éxito reproductivo de las copulas extra pareja,
as{ como la frecuencia de ocurrencia de técticas de apareamiento
alternativas que pueden pasar desapercibidas en las evaluaciones
conductuales de los SA (Hugues, 1998).

Para la descripcién de los SA a través de métodos moleculares,
los microsatélites representados por secuencias de entre dos a diez
nucleétidos repetidos en tdndem y con un patrén de herencia
mendeliana, son la herramienta de primera eleccién para definir
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tanto SA, como las relaciones de parentesco de las progenies.

El estudio de los SA en peces a través de andlisis genéticos, es
relevante debido al impacto ecoldgico y evolutivo que representa,
al exponer aspectos como la asimetria en la contribucién relativa
de los individuos en la produccién de progenie, evidenciando
no solo la variacién en el éxito reproductivo de los individuos,
sino la oportunidad e intensidad con que puede estar actuando
la seleccién sexual, dentro de una poblacién (DeWoody y Avise,
2001; Avise ez al. 2002; Shuster y Wade, 2003). Es por ello, que
el conocimiento de los SA es un componente clave en las evalu-
aciones de la poblacién y es importante para la gestién y con-
servacién de peces marinos, asi como para estrategias de man-
tenimiento de poblaciones en cautiverio a largo plazo (Rowe y
Hutchings, 2003).

En la actualidad se han desarrollado diversos trabajos para
definir los sistemas de apareamiento en peces arrecifales (Helf-
man et al. 2009), detectando que dentro de los SA poligdmicos,
la poliginia, es particularmente comun en especies con cuidado
paternal de la progenie, en donde los machos son altamente ter-
ritoriales; siendo las hembras las que visitan los territorios custo-
diados por los machos para copular y ovipositar (Helfman ez al.
2009).

El género Stegastes, ha sido un grupo modelo para estudios
de territorialidad desde hace mds de 50 afios, las observaciones
conductuales han evidenciado que varias hembras ovipositan en
la progenie de un solo macho, tanto en especies del Pacifico ori-
ental como Stegastes rectifraenum (Hoelzer, 1992) y en especies
del océano Atldntico como Stegastes partitus (Knapp y Warner,
1991).

El andlisis del SA con técnicas moleculares en este género,
solo se ha realizado con una especie del Pacifico Oriental Tropi-
cal. Urbiola en el 2012, definid el SA de Sregastes acapulcoensis
utilizando cuatro locus de microsatélites nucleares, encontrando
evidencia de poliginia con hasta seis hembras involucradas en la
progenie de un macho y una relacién positiva entre el tamafio de
los machos con el éxito reproductivo y la frecuencia de poliginia.

A la fecha, a pesar de que en el mar Caribe las especies del
género Stegastes son conspicuas, no se han realizado andlisis gené-
ticos del SA de ninglin representante de la familia Pomacentri-
dae. El presente trabajo se desarrolld con S. diencaeus, una especie
tropical, que se distribuye en el Atldntico occidental desde el sur
de Florida a Venezuela. Esta especie habita arrecifes coralinos de
2 a 45 m de profundidad (Allen y Robertson, 1998) exhibe de-
fensa territorial permanente, monopolizando cabezos de coral vi-
vos, que utiliza como sitios de alimentacidn, refugio, ovoposicién
y apareamiento. Presenta fertilizacion externa con cuidado pater-
nal, incluyendo limpieza del nido, ventilacién y proteccién de la
progenie contra la depredacidn hasta la emergencia de las larvas,
proceso que toma entre tres y siete dfas (Humann, 2002).

A pesar de que S. diencaeus es una especie abundante en todo
el Sistema Arrecifal Mesoamericano, su sistema de apareamiento
no ha sido descrito formalmente. Sin embargo, estudios de ter-
ritorialidad y esfuerzo de defensa, realizados en multiples especies
del mismo género, sugieren que el sistema de apareamiento, es
poliginia de defensa de recursos (Knapp y Warner, 1991; Hoelzer
1992).

En el presente estudio, se definié el sistema de apareamiento

genético de S. diencaeus empleando dos loci de microsatélites
nucleares en tres nidos, analizando la frecuencia de maternidad
multiple en la progenie de los machos.

Materiales y Métodos
El estudio se llevo a cabo en la localidad Xpu-Ha, municipio de
Solidaridad, Quintana Roo, (Lat. 20°28°15.11” N. Long. 87°15
30.57” O (Figura 1). Se colectaron 60 huevos fecundados en to-
tal de tres nidos de S. diencaeus, ubicados entre 10 y 15 metros de
profundidad con ayuda de equipo SCUBA. Los huevos se trans-
portaron a superficie y fueron colocados en un acuario portdtil
hasta su eclosién. Las larvas recién eclosionadas y una fraccién de
aleta pectoral derecha (5mm2) de cada ejemplar macho adulto,
que custodiaba el nido, fueron almacenadas en viales con etanol
absoluto. Las larvas o huevos con embrién (longitud inferior a
un milimetro) fueron empleados para la obtencién de ADN con
el protocolo propuesto por FitzSimmons (1997). Del nido 1 se
analizaron 19 larvas, del nido dos 20 y finalmente para el nido 3,
21 larvas. En estudios anteriores se ha determinado que con este
tamafno de muestra es posible detectar la poliginia en progenies
del género Stegastes y tener una aproximacién del nimero de
hembras y proporcién de la progenie que es donada por cada
una de ellas (Urbiola, 2012). Realizar un andlisis exhaustivo de
las progenies de este género que son de varias decenas de miles de
huevos es metodoldgicamente costoso y complicado incluso en
un solo nido, ya que el niimero de huevos que lo componen varia
de 10000 hasta 90000.
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Figura 1. Localizacién del sitio de colecta de muestras, Xpu-Ha, municipio de
Solidaridad, Quintana Roo.

La obtencién de genotipos con microsatélites se realizé para
cada nido con dos pares de oligonuclestidos disenados original-
mente para S. partitus (Williams ez 2/ 2003; Thiessen y Heath,
2006). Para el nido 1 se utilizaron los oligonuclestidos SpGA-
TA-40 y SpGATA-16; para el nido 2 y 3 los oligonucleétidos
SpGATA-40 y SpAAT-39. La seleccién de oligonucledtidos se re-
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alizé con base en la calidad de los productos de amplificacién de
cada nido. Las condiciones para la obtencién de amplificaciones
por PCR fueron: 200 uM de dNTP’s, 2 uM MgCl2, 0.5 uM de
cada oligontcleotido, 2 U de Taq polimerasa, 2.5 pL de buffer
10 X (100 mM Tris, 500 mM, KCI; pH 8) y de 20 a 200 ng de
ADN. El programa de amplificacién de cada locus fue distinto.
Para el locus SpGATA-40: 94 °C 3 min, seguido de 30 ciclos de
94°C 10 seg 50 °C 10 seg 72°C 10 seg y extension final de 72°C
por 2 min. Para el locus SpGATA-16: 94 °C 3 min, seguido de
35 ciclos de 94°C 1 min, 49 °C 1 min. 72°C 1 min y extensién
final de 72°C por 2 min. Finalmente, para el locus SpAA-39 el
programa fue: 94 °C 3 min, seguido de 35 ciclos de 94°C 1 min,
50 °C 1 min. 72°C 1 min y extensién final de 72°C por 2 min.
La determinacién de los genotipos se realizdé mediante la
electroforesis capilar en un equipo automatizado (ABI 310) uti-
lizando como marcador interno LIZ-500 (Applied Biosystems).
La asignacién de los alelos se determiné con el software Peak
Scanner v. 1.0. La estimacién del niimero de progenitores involu-
crados en la fertilizacién de la progenie se realizé con el software

GERUD 2.0 (Jones, 2005).

Resultados

Para los tres nidos evaluados (Nido 1=19, Nido 2=21, Nido
3=22) se determin el tamafnio y nimero de alelos para cada locus
(Tabla 1). Los resultados encontrados presentan ligeras variac-
iones en el rango de tamano comparado con S. partitus, especie
base para el disefio de los oligonucledtidos, antes mencionados.

La probabilidad de exclusién de maternidad maltiple (Jones,
2005) de cada uno de los locus empleados es mayor a 0.89 y la
combinacién de los loci es igual a 0.998 valor que representa la
capacidad del sistema para establecer con certidumbre materni-
dad multiple de S. diencaeus.

La reconstruccién de los genotipos maternos en Gerud 2.0
(Jones, 2005) se realizé considerando los patrones de herencia
mendeliana. Para la determinacién del sistema de apareamiento,
se analizaron de 19 a 21 huevos de cada nido. En los tres nidos
se encontré evidencia de la oviposicién de mds de una hembra
(Figura 2), sin embargo, solo se detectaron diferencias signifi-
cativas en la contribucién relativa de cada hembra en los nidos

Biologia Molecular

Nido 1

Nido 2

Nido 3

Figura 2. Porcentaje de la progenie por nido que corresponde a cada una de las
hembras donadoras de gametos.

S. partitus S. diencaeus
(Williams et al.2003) Presente trabajo
No. alelos No. alelos
Tamafio Tamafio
Locus (pb). (no. indi- (pb). (no. indi-
viduos) viduos)
SpGATA40 116-295 39(48) 138-225 20(65)
SpAA39 149-210 41(47) 132-216 10(43)
SpGATA16 96-267 39(48) 128-216 6(22)

Tabla 1. Rangos de tamaiios y nimero de alelos reportados para S. partitus
(Williams et al. 2003) en comparacion con el presente trabajo.

| [
Nido 1 Nido 2 Nido 3
Locus SpGATA40  SpGATA16 % (n) SpGATA40  SpAA39 % (n) SpGATA40  SpAA39 % (n)
Macho 158,182 216/128 173/193 173/188 153/177 156/179
63.1 45 66.6
Hembral  158/178 164/132 0 201/201 173/155 . 201/149 179/153 "
15.7 30 23.8
Hembra2  166/152 164/132 ) 169/165 188/176 ) 225/217 132/141 ;
10.6 15 95
Hembra3  190/166 152/152 ) 201/201 176/215 5 225/217 156/153 ,
10.6 10
Hembra4  142/138 132/144 ) 197/209 173/173 ,

Tabla 2. Genotipos encontrados en las progenies evaluadas, porcentaje (%) y nimero de larvas ovipositados (n) de cada hembra en los nidos analizados.
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de dos machos. En el Nido 2, las cuatro hembras donadoras de
gametos no contribuyen en proporciones significativamente dife-
rentes (Nido 2, X2 6; P >0.05) mientras que, en el Nido 1y
3, las hembras, contribuyen en proporciones significativamente
diferentes a la progenie, (X2 14.89; P<0.05 y X2 11.143; P<0.05
respectivamente) existiendo para el Nido 1, cuatro hembras y
para el nido 3 tres hembras, siendo notable que en cada nido, hay
una hembra que dona més del 60% de los gametos.

En los tres nidos se identificé tinicamente el genotipo del ma-
cho custodio y 100% de poliginia con la contribucién de entre
tres y hasta cuatro hembras por nido (Tabla 2)

Discusién

En este trabajo se observa que el 100% de las progenies anali-
zadas presentan poliginia. Este resultado es consistente con lo
reportado en otros trabajos, en donde se ha observado que el SA
mds comtin en peces de fertilizacién externa es la este (DeWoody
et al.1998; De Woody ez al. 2000; Jones ez al. 2001).

Tedricamente se sugiere que el SA y la intensidad de la se-
leccién sexual dependen de la inversién de cada sexo en el apa-
reamiento y en el cuidado parental. Generalmente las hembras
invierten mds en este Gltimo y los machos més en esfuerzo re-
productivo (Krebs y Davies, 1993). Sin embargo, al igual que en
otras especies del género Stegastes, (Urbiola, 2012) en S. diencae-
us, se observa una inversién parcial de roles, dado que los machos
brindan el cuidado parental sin que se presente un dimorfismo
sexual aparente.

En esta inversién de roles, el macho es quien invierte mayor
tiempo y energfa cuidando la progenie de la depredacién desde la
fecundacidn hasta la eclosién, por lo que es relevante considerar,
que aun cuando el éxito reproductivo de los machos podria incre-
mentarse al aumentar el niimero parejas con las que copula, esto
genera también un mayor gasto energético para el macho (Krebs
y Davies 1993; Martinez ez al, 2000).

Itzkowitz y Haley (1999), sugieren que las hembras de S. lex-
costictus presentan una defensa o agresividad menos intensa de
su territorio, con respecto a los machos y este dimorfismo sexual
de conduta, se utiliza para sexar a los individuos de especies de
este género que no presentan dimorfismo sexual fenotipico. Es
posible, por lo tanto, en S. diencaeus exista dimorfismo sexual
conductual (despliegues natatorios, agresividad) o de otro tipo
(sehales quimicas) que no sean detectados a simple vista (Solis,
2012).

Sullivan (1994) sugiere que el niimero de parejas de un in-
dividuo puede verse influenciado por los costos y beneficios que
esto puede tener y la eleccidn de las mismas es resultado de la cali-
dad potencial de la pareja. En el caso de S. diencaeus, al aumentar
el nimero de hembras que depositan huevos en un territorio se
incrementa el tamano 4rea del nido por el aumento en el nimero
de huevos, asi como potencialmente, el periodo del cuidado pa-
terno si las hembras ovipositan en dias diferentes. Esa situacién
demanda un mayor gasto de tiempo y energia, generando una
disyuntiva entre el beneficio obtenido por el macho al fecundar
huevos de varias hembras con el incremento del gasto de energfa
derivado de la custodia de nidos de mayor tamano, lo que po-
drfa afectar la adecuacién de del individuo. En un escenario asi,
se espera que exista un proceso de seleccién del macho también

hacia la hembra, que permita maximizar la diversidad genética
de su progenie sin exceder un umbral de 4rea a custodiar que
resulte energéticamente contraproducente. Este proceso de selec-
cién de las hembras por parte de los machos dada la inversién de
roles entre machos y hembra, con respecto al cuidado parental,
ha sido documentado, especialmente en especies de la familia
Syngnathidae (Helfman ez a/. 2009). Para demostrar este proceso
de seleccidn serfa deseable realizar un estudio que conjunte ob-
servaciones de conducta de apareamiento y el andlisis genético
del SA en S. diencaeus.

Las poblaciones que presentan SA poligamos, pueden ver af-
ectado su tamafo efectivo de poblacién dado que se sabe que al
presentarse sistemas de apareamiento poligdmicos con variacién
en el éxito reproductivo de los individuos, el tamano efectivo de
poblacién es menor, con respecto a poblaciones de organismos
con sistemas de apareamiento monégamo (Karl, 2008). Sin em-
bargo, en S. diencaeus, el efecto de esta reduccién en el tamafno
efectivo de poblacién, es marginal dado el gran tamano poblacio-
nales de esta especie.

La presencia de un SA poliginico puede ofrecer algunas ven-
tajas con respecto a la monogamia. Especificamente la diversidad
genética de la progenie de un macho se incrementa de manera
positiva con el ndmero de progenitoras involucrados en la mis-
ma (Martinez er al, 2000) y las poblaciones con alta diversidad
genética presentan una mayor plasticidad evolutiva (Allendorf ez
al.2008).

El SA poliginico encontrado puede deberse a que aun, con
el cuidado parental ejercido por el macho, el riesgo de la depre-
dacién de huevos no se elimina completamente y al ser las prog-
enies resultado de la donacién de gametos por varias hembras, se
minimiza el riesgo de la depredacion entre las hembras donadoras
de gametos. Se ha reportado en algunas especies de peces, que
una de las caracteristicas que eligen las hembras para desovar en
un determinado sitio, es que existan ya huevos de otra hembra,
custodiados por un macho, ya que esto es un indicador de calidad
del territorio y de la habilidad del macho custodio para disminuir
el riesgo de depredacion de los huevos (Itzkowitz, 1985).

En el caso del estudio genético del SA de S. acapulcoensis, se
encontré que el 10% de las 20 progenies analizadas, presentaban
mds de un macho por progenie (Urbiola, 2012), esto evidencié
la ocurrencia de Técticas de Apareamiento Alternativas (TAA)
especificamente “cuckoldry” o engafio (sensu Taborsky, 1994).
Las TAA son comunes en sistemas de apareamiento donde se pre-
senta una gran variacién del éxito reproductivo de los machos por
la eleccién de las hembras y aunque no ha sido observada directa-
mente, se puede inferir que algunos machos distintos al que cus-
todia una progenie logran fecundar algunos huevos (DeWoody y
Avise, 2001). Dada la baja frecuencia de las TAA observada en S.
acapulcoensis es posible que esta tdctica también se presente en S
diencaeus, sin embargo, aunque no se detecté en este estudio, no
se excluye la posibilidad de que existan este tipo de tdcticas pero
con frecuencias mds bajas. Si al hacer un estudio exhaustivo de un
nido sigue sin detectarse poliandria, serfa un reflejo de la capaci-
dad de los machos para custodiar sus progenies de la fertilizacién
por otros machos.

En este primer andlisis del SA de S. diencaeus detectamos
un 100% de poliginia. En el futuro serd de gran interés determi-
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nar si este SA presenta variacién temporal y espacial, debido a
distintas condiciones ambientales (temperatura, productividad
primaria) y ecoldgicas (abundancia, proporcién sexual) como ha
sido reportado para otras especies (Wilson, 2009). Ademds de
realizar un trabajo en el que se obtengan anilisis de conducta,
para determinar si el éxito reproductivo que los machos presen-
tan, tiene relacién con factores morfoldgicos, conductuales o de
calidad de territorios y esto funcione como un factor limitante
para la obtencién de diversas hembras. Ademds de determinar, si
existe un proceso de seleccién del macho hacia la hembra, y en
caso de presentarse, si existe relacién con el incremento del gasto
de energfa, derivado de la custodia de nidos de mayor tamafio o
simplemente la seleccién ocurre por la calidad en términos mor-
foldgicos que la hembra pueda presentar.
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