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Identificacién molecular mediante la técnica de ADN barcode en peces
de aguas continentales de la regiéon Tumbes, 2016.

Est. Ronald lvan Campafia Maza®
Mg. Alberto Ordinola Zapata®

RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo realizar la identificacién
mediante ADN barcode de los peces de aguas continentales de la region
Tumbes (Peru). Para ello se recolectaron 268 ejemplares provenientes del
rio Tumbes, rio Zarumilla, Quebrada El Piojo, Quebrada Seca, Quebrada
Bocapan y Laguna La Coja, empleando diferentes artes de pesca como
atarraya y chinchorro asi como malla de tul para captura manual. Los peces
colectados fueron identificados usando claves taxonomicas, luego se tomo
muestras de 0,5 cm® de tejido muscular que fue almacenado en el banco de
tejidos del proyecto, de igual manera se conservO los especimenes en
alcohol al 70 % en la coleccion de vouchers del proyecto. De cada pez, se
extrajo 0,5 g de tejido muscular para realizar la amplificacion por PCR de un
fragmento del gen COI. Los amplicones fueron secuenciados obteniéndose
107 secuencias las que se analizaron con los softwares Geneious 5.6 vy
Bioedit 7.0.5. También se us6 Mega 6.0 para los analisis de distancia
genética y del vecino mas préximo (neighbor-joining), modelo de sustitucion
de Kimura 2- parametros (K2P), y cladograma usando 1000 réplicas de
bootstrap. Se logré identificar 32 especies de peces mediante DNA barcode.
Las distancias genéticas intra-especificas fueron desde 0,0 % a 0,7 %, no se
pudo calcular dicha distancia para nueve especies de las que s6lo se obtuvo
un ejemplar, otras nueve especies presentaron distancias intra-especificas
de 0,0 %. Las especies que tuvieron mayor distancia intra-especifica fueron
Selene brevoortii y Chilobrycon deuterodon, con 05 % y 0,7 %
respectivamente. Las distancias genéticas entre familias variaron entre
3, 7% a 27,2 %.

Palabras clave: ADN barcode, ictiofauna, identificacion molecular, gen COI.
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Molecular identification by the barcode DNA technique in inland fishes
of the Tumbes region, 2016.

Est. Ronald lvan Campafia Maza®
Mg. Alberto Ordinola Zapata®

ABSTRACT

The present research had as objective to realize the identification by DNA
barcode of the fish of continental waters of the region Tumbes (Peru). For
this purpose, 268 fish were collected of theTumbes River, Zarumilla River,
Quebrada EI Piojo, Quebrada Seca, Quebrada Bocapan and La Coja
Lagoon, using different fishing gear such as atarraya and chinchorro as well
as tulle mesh for manual capture. Collected fish were identified using
taxonomic codes, then 0.5 cm® samples of muscle tissue were collected and
stored in the tissue bank of the project. They were also preserved in 70 %
alcohol in the collection of vouchers draft. From this, 0.5 g of muscle tissue
was extracted to perform the PCR amplification of a fragment of the COI
gene. Amplicons were sequenced, obtaining 107 sequences, they were
analyzed with Geneious 5.6 and Bioedit 7.0.5 softwares. Mega 6.0 was also
used for neighbor-joining (NJ) analysis, Kimura substitution model 2-
parameter (K2P), and cladogram using 1000 replicas of bootstrap. 32
species of fish were identified using DNA barcode. Intraspecific genetic
distances were from 0.0 % to 0.7 %, it was not possible to calculate this
distance for nine species from which only one specimen was obtained,
another nine species presented intra-specific distances of 0.0 %. The species
that had greater intra-specific distance were Selene brevoortii and
Chilobrycon deuterodon, with 0.5 % and 0.7 % respectively. Genetic
distances between families ranged from 3.7 % to 27.2 %.

Keywords: DNA barcode, ichthyofauna, molecular identification, COI gene.
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.  INTRODUCCION

A nivel mundial hay una pérdida constante de especies que reduce la
biodiversidad, esto se debe a la sobre-explotacion, al deterioro del medio
ambiente y a la introduccion de especies invasoras que desplazan a las
poblaciones nativas. Esta situacion también se produce entre las especies icticas,
muchas de las cuales pueden ser extinguidas incluso antes de ser conocidas o
identificadas por el ser humano, por tratarse de especies cripticas. Esto es algo
perjudicial, pues la biodiversidad perdida no puede ser recuperada. Como un
primer paso para la conservacion de la biodiversidad de peces, es necesario

identificarla.

Los esfuerzos para identificar peces del Perd han sido realizados por distintos
investigadores, tales como Chirichigno (1974); Chirichigno & Iwamoto (1977),
Chirichigno & McEachran (1979), Chirichigno & Vélez (1998), Vildoso, Vélez,
Chirichigno, & Chirinos (1999), Chirichigno & Cornejo (2001) y Hooker (2009),
todos ellos basados Unicamente en criterios morfologicos; éstos sin embargo,
tienen desventajas tales como no poder identificar diversos estadios del ciclo
biolégico (huevos, alevines, juveniles), por ser a menudo complejos y requerir
algunas veces de especialistas en taxonomia. Actualmente la identificacion de
especies se puede realizar de una manera mas rapida y precisa acudiendo a la
informacion genética, que no cambia con los estadios de vida, no depende de la
influencia del medio y no requiere de especialistas taxdnomos para la
identificacion, ademas de ser mas precisa. Por lo que en el afio 2005 se propuso
el uso del gen que codifica la citocromo oxidasa subunidad | (COI), como un
sistema de identificacion universal para animales, incluyendo a los peces (Ward,
Zemlak, Innes, Last, & Hebert, 2005).

La técnica de identificacion de peces mediante el gen COI se basa en obtener una
muestra pequefia de tejido de aleta, masculo u otros 6rganos, del cual luego se
extrae el ADN para ser amplificado por reaccion de cadena de polimerasa (PCR)
(De Oliveira, 2012), con primers especificos como los de Ward et al. (2005), para
luego obtener las secuencias de nucleotidos que se analizan mediante programas

computarizados (Siccha, 2011).



En Tumbes, la diversidad de peces es alta, como lo ha reportado Lugue (2008), el
cual sustenta haber encontrado 248 especies en los ambientes marino, de
manglar y continental de la region Tumbes, dentro de las cuales 36 especies son
pertenecientes a peces continentales, siendo las mas abundantes las de los

ordenes Characiformes y Perciformes.

Un buen nimero de investigaciones se han centrado en determinar la diversidad
de peces marinos, pero las especies de aguas continentales no han sido
suficientemente estudiadas, a pesar que tienen una mayor amenaza por la
contaminacion de los cuerpos de agua dulce por la mineria, aguas servidas,

productos agricolas, especies invasoras entre otros (Cossios, 2010; Pufio, 2015).

Los estudios sobre peces continentales de la region Tumbes son pocos, el ultimo
fue el realizado por Valenzuela (2014) quien evalud los peces de la cuenca del rio
Tumbes el afio 2012, reportando 32 especies de peces correspondientes a 8
ordenes, 18 familias y 26 géneros, encontrando que las especies mas abundantes

fueron las de los érdenes Characiformes y Perciformes.

Investigar la diversidad ictica continental de la regibn Tumbes es importante
puesto que, a pesar de que estos peces no constituyen una pesqueria
comercialmente importante en la region; sin embargo, son fuente de alimento para
muchas familias de los alrededores, los que los pescan para su autoconsumo,
siendo una fuente importante de proteinas para ellos (Ortega et al.,, 2012), de
igual manera, constituyen un eslabon importante en la cadena tréfica acuatica y
contribuyen a la diversidad que ha llevado a ser al Peru considerado como un

pais megadiverso (Vildoso et al., 1999).

Es por ello que en esta investigacion se propuso identificar la fauna ictica
continental de la region Tumbes, como el primer paso para la proteccion de su

biodiversidad teniendo como objetivo:

Determinar las especies de peces de aguas continentales de la region Tumbes en

el afio 2016, que pueden ser identificadas mediante la técnica de ADN barcode.
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. ANTECEDENTES

2.1. Biodiversidad

La biodiversidad es la variabilidad de organismos vivos de cualquier origen,
incluidos los ecosistemas terrestres y los ecosistemas acuaticos marinos y
continentales, hoy en dia la biodiversidad enfrenta una pérdida progresiva e
irrecuperable de la misma, las actividades humanas han reducido la biodiversidad
mundialmente, con la pérdida de poblaciones animales y vegetales y como se
sabe el ser humano necesita de la biodiversidad para poder sobrevivir por ello es
necesario hacer un buen uso de los recursos que existen en el planeta (Nufez,
Gonzalez & Barahona, 2003).

La biodiversidad es fundamental para el ser humano, porque de ella se obtienen
bienes y servicios esenciales para su bienestar y desarrollo, por otro lado la
preocupacion por conservar el medio ambiente es tan antigua como el hombre
mismo, por lo tanto es importante proteger y conservar la biodiversidad, ya que el
ser humano vive en un ecosistema en donde todos los elementos estan
relacionados entre si y al causarle dafio a una especie se producen desequilibrios
que afectan a otros seres vivos incluyendo al hombre (Mueses, 2011).

En el afio 1992, en Rio de Janeiro se firmdé un convenio para proteger la
biodiversidad pero éste no se ha cumplido por todos los paises, la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), tiene una lista en la
cual, de las 3500 especies de vertebrados estudiados el 20 % estan amenazadas
de extincion y de éstas, las especies mas amenazadas son los peces esturiones
de la familia Acipenseridae en la que el 85 % de las especies estan amenazadas
(Normander, 2012).

2.2. Biodiversidad en peces

Los peces son el grupo de vertebrados mas diversos, pero estan amenazados por
la sobrexplotacion, la destruccidon de habitats, la invasion de otras especies, esto
causa la disminucion de sus poblaciones naturales, poniendo en riesgo de
extincion a muchas especies (Mancera-Rodriguez, Marquez & Hurtado-Alarcon,
2013).



En el mundo existen 33 600 especies de peces de acuerdo a fishbase
(www.fishbase.org, fecha de consulta: 06/09/2017). Los peces constituyen el 50 %
de los vertebrados a nivel mundial; es un grupo muy diverso ya que esta
constituido por diversas especies que van desde las primitivas como Agnatha
hasta las avanzadas tales como Chondrichthyes y Osteichthyes (Ward et al.,
2005), esto hace que la identificacidén de las especies icticas sea un aspecto clave

para determinar su biodiversidad.
2.3. ldentificacion de especies icticas

La identificacion de peces ha evolucionado en el tiempo, ha pasado de identificar
peces por sus caracteres morfoldégicos externos (proporciones, nuamero de
espinas y radios de las aletas, nUmero de branquiespinas, nUmero de escamas y
color) haciendo uso de claves taxondmicas (Chirichigno, 1974); por caracteres
anatémicos internos como es la morfologia de los otolitos (Garcia-Godos, 2001), y
en la actualidad utilizando con mayor frecuencia marcadores moleculares, ya que
éstos representan una herramienta mas exacta y eficaz que la identificacion por

morfologia externa e interna (Astorga, 2008).
2.4. Identificacién de especies icticas mediante marcadores moleculares

Segun Astorga (2008), los marcadores moleculares corresponden a una amplia
gama de herramientas para analisis directos e indirectos del ADN, las cuales han
sido desarrolladas en las Ultimas décadas, tales como el polimorfismo de la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), la amplificacion aleatoria de
ADN polimorfico (RAPD), el polimorfismo de la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP), los microsatélites, la secuenciacion, el polimorfismo de
nucledtido simple (SNP) y marcadores de secuencias expresadas (EST). La
aplicacion de estas herramientas ha llegado a ser muy amplia y la adecuada
eleccion de alguno de estos métodos moleculares estd dada por el tipo de

problematica a resolver.

15



2.5. Identificacién de especies icticas mediante la técnica del ADN barcode

Hebert, Cywinska, Ball, & de Waard (2003), propusieron el cédigo de barras
genético (ADN barcode), como una técnica para la bio-identificacion global de

todas o casi todas las especies del planeta.

Una region de 648 pb del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (COl)
esta siendo utilizada como barcode estdndar para casi todos los grupos de
animales (Ward et al., 2005; Paiz-Medina & Huete-Pérez 2008). Ademas ya existe
una base de datos de referencia para el cédigo de barras de ADN conocida como
Barcode of Life Data o BOLD (Paz et al., 2011).

2.6. Gen citocromo c oxidasa sub unidad 1 (COI)

El genoma mitocondrial es ampliamente usado para estudios moleculares debido
a la alta cantidad de copias de este en cada célula (entre 1000 a 10 000 copias)
comparado al genoma nuclear (una sola copia), también a su herencia por via
materna y su alta tasa de mutacion, hasta 10 veces mayor que la nuclear
(Fernandez, 2005). Varios genes codificados por éste se usan para medir la
variabilidad genética, por ejemplo el 12S rADN es altamente conservado y por ello
se usa para niveles taxondmicos mas altos: phyla y subphyla; el gen 16S rADN se
usa para diferenciacion en taxas de categoria media tales como familias, mientras
gue los genes que codifican proteinas, entre ellos el COI, estan poco conservados
y se usan en categorias taxonOmicas mas bajas como familias, géneros y
especies. Finalmente la regién de control (CR) es hipervariada; y puede ser usada
para la identificacién de especies y sub—especies (Arif & Khan, 2009).

La citocromo oxidasa es una enzima de mitocondrias y algunas bacterias,
utilizada en la cadena de transporte de electrones que conduce a la formacion de
adenosin tri fosfato (ATP). La enzima estd formada por 13 subunidades, 10
codificadas por el ADN nuclear y 3 por el ADN mitocodrial, estas ultimas con la
citocromo oxidasa | (COI), citocromo oxidasa Il (COIl) y citocromo oxidasa Il
(COIll). El gen que codifica a la citocromo oxidasa es uno de los méas altamente

conservados dentro del genoma mitocondrial (Ordinola-Zapata, 2012).
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Debido a ello, un fragmento de 650 pb del gen mitocondrial que codifica la
proteina citocromo oxidasa | (COIl) ha sido aceptado por la comunidad cientifica
como codigo de barras de ADN (Hebert et al., 2003).

2.7. Investigaciones relacionadas con la diversidad de peces en aguas

continentales

Lugue (2008), realiz6 un estudio de la diversidad hidrobiologica en la region
Tumbes (Peru), con la finalidad de elaborar un inventario actualizado de peces.
Para ello, realiz6 muestreos en areas de los rios Tumbes y Zarumilla asi como de
las lagunas La Coja y Lamederos. Colectd cinco ejemplares de cada especie,
para la identificacion taxonOmica se utiliz6 claves taxondmicas y listas
sistematicas asi como consultas a sitios web de instituciones de investigacion,
como:

http://www.fishbase.org, http://www.cephbase.utmb.edu,

http://www.itis.usda.gov, http://animaldiversity.ummz.umich.edu y
http://www.fao.org/figis, entre otros. Como resultado se logré identificar 36
especies de peces: 12 especies pertenecientes al orden Characiformes, una al
orden Cyprinodontiformes, una al orden Gymnotiformes, dos al orden
Mugiliformes, 10 al orden Perciformes, cinco al orden Pleuronectiformes y cinco al

orden Siluriformes (tabla 1).

Tabla 1. Género y especie de peces identificados en aguas continentales de la

region Tumbes (tomado de Luque, 2008)

Género Especie Género Especie

Achirus A. klunzingeri, A. mazatlanus Eucinostomus E. currani

Aequidens A. rivulatus Hoplias microlepis H. microlepis

Arius A. seemanni Lebiasina L. bimaculata

Astyanax A. festae Mugil cephalus M. cephalus, M. curema
Awaous A. transandeanus Oreochromis O. niloticus

Brycon B. alburnus, B.atrocaudatus, B. dentex Paracetopsis P. bleekeri
Bryconamericus B. brevirostris, B. peruanus Phylipnus P. maculatus
Centropomus C. nigrescens Pimelodella P. elongata
Chaetostoma C. microps Poecilia P. reticulata
Chilobrycon C. deuterodon Pseudocurimatai P. troschelli
Cichlasoma C. festae Rhoadsia R. altipinna
Citharichthys C. gilberti Saccodon S. wagneri

Diapterus D. peruvianus Sternopygus S. macrurus

Dormitator D. latifrons Trichomycterus Trichomycterus sp
Eleotris E. picta Trinectes T. fluviatilis, T. fonsecensis
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Valenzuela (2014), determinéd la diversidad de la ictiofauna en el rio Tumbes,
durante la época humeda y seca del 2012 en el rio Tumbes, para ello recolect6
982 especimenes en nueve estaciones. Las especies fueron identificadas
basados en sus caracteres morfométricos y datos meristicos usando claves de
identificacion. Se identificaron 32 especies de peces agrupados en ocho ordenes,
18 familias y 26 géneros. 19 de estas especies fueron exclusivamente

dulceacuicolas y las 13 restantes anfidromas (tabla 2).

Tabla 2. Género y especie de peces identificados en aguas continentales de la

region Tumbes (tomado de Valenzuela, 2014)

Género Especie Género Especie

Achirus A. klunzingeri Gobionellus Gobionellus sp
Andinoacara A. rivulatus Lebiasina L. bimaculata

Astyanax A. festae Lycengraulis L. poeyi

Awaous A. banana Mugil M. cephalus, M. Linnaeus, M. curema
Brycon B. atrocaudatus, B. dentex Oreochromis O. niloticus
Bryconamericus B. brevirostris, B. peruanus Paracetopsis P. atahualpa

Centropomus C. unionensis Pimelodella P. elongata

Chaetostoma C. microps Pseudocurimata P. peruana, P. troschelii
Chilobrycon C. deuterodon Pseudophallus P. starksii

Dormitator D. latifrons Rhoadsia R. altipinna

Evorthodus E. minutus Saccodon S. wagneri

Gambusia G. affinis Sternopygus Sternopygus sp
Gobiomorus G. maculatus Trinectes T. fluviatilis, T. fonsecensis

Las investigaciones antes sefialadas, se realizaron identificando los peces en
base a caracteristicas morfométricas, no existiendo antecedentes de identificacion
basada en caracteres moleculares en la regiéon Tumbes; sin embargo, en otros

paises si se han realizado, como se muestra a continuacion:

Ward et al. (2005), evaluaron peces marinos de Australia, para ello usaron parte
de su tejido muscular del cual extrajeron ADN. Se amplificO un fragmento de
aproximadamente 655 pb en la region 5° del gen COI, para lo cual usaron los

primers:
FishF1: 5-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’,
FishF2: 5-TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3,

FishR1: 8-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3,
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FishR2: 5-ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3'.

Luego del secuenciamiento y alineamiento, pudieron identificar 207 especies de
peces. El promedio de las distancias genéticas obtenidas dentro de la especie,
género, familia, orden y clase fueron 0,39 %, 9,93 %, 15,46 %, 22,18 % y
23,27 %, respectivamente.

Lara (2008) determind la eficacia del barcode ADN en la identificacion de peces
de agua dulce en Cuba. Para ello colect6 96 individuos provenientes de diferentes
areas geograficas representativas de las aguas continentales de Cuba. A partir de
250 mg de musculo de cada ejemplar extrajeron ADN, luego amplificaron un

fragmento del gen COI mediante PCR, utilizando los primers:
Fish COIf: 5’- AAYCAYAAAGAYGGYACCCT-3';
Fish COlIr: 5 -CTTCNGGRTGNCCRAA GAAYCA-3'.

Como resultado, pudieron identificar 24 especies distribuidas en 11 géneros y
siete familias. El promedio de divergencia genética entre individuos coespecificos
fue de 0,96 %, por otro lado el valor entre especies congenéricas dio como

resultado un 10,2 % entre estas.

Siccha (2011), realiz6 una investigacion para determinar la diversidad genética de
especies de lisa en peces de Brasil, Argentina, Uruguay, Venezuela y Grecia,
colect6 85 ejemplares de M. liza, M. platanus, M. curema, M. cephalus, M.
trichodon, M. incilis, M. rubrioculus y M. hospes, amplificando varios genes
mitocondriales: COI, 16S rRNA, 12S rRNA, ATPasa 6, ATPasa 8 y Cytb. Los
resultados mostraron que los ejemplares de las especies Mugil liza y Mugil
platanus presentaron una divergencia genética de 0 %, por lo que concluyé que
ambas especies podrian ser una sola especie. Por otra parte, las especies Mugil
cephalus y Mugil liza obtuvieron una distancia genética inter-especifica de 19,5 %,

corroborandose que son especies totalmente distintas.

De Oliveira (2012), realizé una investigacion con el propdsito de tener una
biblioteca de secuencias de referencias del ADN barcode para peces marinos de
las regiones del sudeste y el sur de Brasil, con énfasis en el estado de Sao Paulo,
siguiendo el método de Hebert et al. (2003a) y Hebert et al.(2003b) logré
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amplificar un fragmento de 652 pb del gen COIl en 875 especimenes
pertenecientes a 156 especies. Los resultados mostraron que el andlisis de
neighbor-joining permitié discriminar sin ambigtedad el 93,6 % de las especies
analizadas, las cuales presentaron distancias genéticas intra-especificas bajas
con un promedio de 0,40 %, que fueron casi 30 veces menores a las distancias
obtenidas entre especies congenéricas; sin embargo, seis de estas especies
obtuvieron divergencias intra-especificas mayores en el rango de 2,03 a 12,63 %,
lo que demostré una diversidad subestimada dentro de estas especies; asi
también, dos pares de especies solo tuvieron una divergencia genética menor a
2 %, lo que sumado a ciertas caracteristicas fenotipicas de las mismas, sustento

gue a pesar de la baja distancia genética se trataban de especies separadas.

Garcia-Davila et al. (2014), analizaron la biodiversidad de 689 alevines de peces
colectadas en el afio 2012 en las cuencas de los rios: Napo, Arabela y Curaray.
La extraccion de ADN la hicieron siguiendo el método del bromuro de cetil trimetil
amonio (CTAB). Para la amplificacion por PCR de un fragmento del gen COlI,
usaron los primers propuestos por Hubert et al. (2008): Fish F1 5-TCA ACC AAC
CAC AAA GAC ATT GGC AC-3'y Fish R1 5-TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG
AATCA-3', que produjo un fragmento de 576 pb. Los productos de la amplificacion
fueron secuenciados y analizados, con lo que se pudieron identificar 11 especies,

presentes en dichos rios.
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.  MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIALES

Material biolégico

268 ejemplares de peces continentales de la region Tumbes.

Equipos y materiales

Equipos y material de campo

1 GPS Garmin modelo Summit HC

1 atarraya de 1 ¥4 in de luz de malla

1 pafio de malla de 20 milimetros y 1 m de longitud
1 malla de tul

4 baldes de 20 |

4 canastillas de 30 kg

Hielo en escama

Material de laboratorio

7 cajas de 100 unidades de puntas de micropipeta de 10 pl

2 cajas de 100 unidades de puntas de micropipeta de 100 pl
2 cajas de 100 unidades de puntas de micropipeta de 200 pl
7 cajas de 100 unidades de puntas de micropipeta de 1000 pl
1 micropipeta de 0,1-2 ul marca Axygen modelo AP-2

1 micropipeta de 0,5-10 pl marca Axygen modelo AP-10

1 micropipeta de 20-200 pl marca Axygen modelo AP-200

1 micropipeta de 10-100 pl marca Axygen modelo AP-100

1 micropipeta de 100-1000 pl marca Axygen modelo AP-1000
1 millar de microtubos de 1,5 ml

700 microtubos de 0,2 pl

50 hojas de bisturi N° 22

6 rollos de papel absorbente

1 rollo de papel aluminio

1 paguete de algodon

4 matraces de 500 ml

2 matraces de 500 m|

1 probeta de 500 ml



1 probeta de 1000 ml

Equipos de laboratorio

1 camara de flujo laminar marca Nufire modelo UN-201-330E

1 balanza electronica marca Ohaus modelo AS120

1 autoclave marca DBG modelo D60A35

1 termociclador marca Applied Biosystems modelo Veriti 96 Xell
Thermal Cycler

1 bafio maria marca Cole Parmer modelo #SHWB20

1 centrifuga marca Centurion modelo K2015

1 horno de microondas marca Samsung modelo
MS32J5133AM/PE.

1 camara fotografica marca Nikon modelo D5300

1 congeladora marca Bosch modelo GSD32

1 vortex Mixer marca Labnet modelo S0200-230V-EU

1 centrifruga/vortex marca Biosan modelo MSC-3000

1 fotodocumentador marca MS Major Science modelo UVCI-
1200

1 camara fotografica marca Nikon modelo D5300

1 camara electroforética horizontal marca Biometra modelo
Compact XS 025-000, 025-099

Insumos (Reactivos)

20 g de cloruro de sodio

100 | de alcohol al 96 %

20 | de agua destilada

50 ml de agua ultra pura

3 ml de proteinasa K

27 ml de etanol al 70 %

16 ml de etanol al 100 %

3 ml de MgCl, a una concentracién de 100 mM
1 ml de dNTP’s a una concentracion de 100 mM

500 pul de taq polimerasa a una concentracion de 5 U/ul
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3.2.

e 709 de agarosa

e 60 ml de TAE 50X

e 3mIEDTA (0,5MypH 8)

e 4,5 ml de tris-hidroximetil-amino metano (tris) (1 M, pH 8)
e 15 ml de dodecil sulfato sodico (SDS) al 10 %

e 1 kit de extraccion de ADN total de Wizard (Promega).
e 1 kitde PCR de 100 reacciones

e 1| de etanol grado biologia molecular al 100 %

¢ 1 ml de intercalante de ADN (GelRed) 1 %

¢ 50 nMol de primer Fish F1

e 50 nMol de primer Fish F2

e 50 nMol de primer Fish R1

¢ 50 nMol de primer Fish R2

Material de oficina

e 1 millar de papel bond tamafio A4 de 75g.
e 1 libreta de campo.
e 1 memoria USB de 8 Gb

METODOS

3.2.1. Colecta de ejemplares

Se colectd 268 ejemplares de peces de diferentes especies, los cuales
fueron obtenidos en el rio Tumbes y la quebrada de EIl Piojo (provincia
de Tumbes); la laguna La Coja, Quebrada Seca y el rio Zarumilla
(provincia de Zarumilla) y la Quebrada de Bocapan (provincia de
Contralmirante Villar). En la tabla 3 y figura 1, se observan las

estaciones de muestreo en cada cuerpo de agua.
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Tabla 3. Estaciones de muestreo para la colecta de peces

Cuerpo de agua

Estacién de muestreo

Coordenadas geograficas

Latitud

Longitud

Rio Tumbes

Quebrada El Piojo

Rio Zarumilla

Quebrada Seca
laguna La Coja

Quebrada de
Bocapan

Rica Playa
La Capitana
Brunos
Higeron
Francos

Cerro Blanco

Malval

Realengal

San Francisco
Desembocadura del rio
Tumbes

Puente El Piojo

La Palma
Aguas Verdes

Quebrada Seca
laguna La Coja
Bocapan 1

Bocapan 2

03°48'18,12"S
03°47'20,04"S
03°47'22,46"S
03°46'06,06"S
03°41'31,14"S

03°39'10,34"S
03°36'13,62"S
03°36'07,14"S
03°36'10,62"S
03°30'28,92"S
03°35'27,80"S

03°33'23,30"S
03°28'38,50"S

03°31'01,60"S
03°35'56,49"S
03°42'48,40"S

03°42'45,62"S

80°29'55,44"0
80°28'28,80"0
80°28'34,00"0
80°27'24,72"0
80°27'03,18"0

80°26'08,29"0
80°26'42,54"0
80°27'14,64"0
80°26'57,90"0
80°29'49,86"0
80°28'41,60"0

80°12'40,60"0
80°14'52,90"0

80°19'43,30"0
80°12'33,14"0
80°43'40,70"0

80°43'51,96"0

Las estaciones antes sefialadas se pueden apreciar en la figura 1.

Figura 1. Estaciones de muestreo para la colecta de peces.

Fuente: Google Earth (fecha de acceso 09/09/2017).
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La colecta de peces se realizé utilizando distintos artes de pesca tales
como atarraya y chinchorro de 1 ¥4 pulgadas de luz de malla, también
se empled malla de tul para la captura manual (figura 2). Se traté de
recolectar el mayor niumero posible de peces sin importar el tamafio.
Una vez capturados fueron conservados vivos, y se agruparon por
especies. Las fotografias fueron tomadas en el laboratorio, para poder
obtener una mejor calidad se necesitdé que los peces estén en su
mayoria vivos, puesto que al morir pueden cambiar su coloracion.

Las estaciones de colecta, arte de pesca utilizado, caracteristicas de
los peces fueron registrados en una ficha (anexo 1), esta ficha y los

registros fotograficos de los ejemplares fueron ingresados en la base

de datos del proyecto.

Figura 2. Procedimiento para la captura de peces continentales en la
regibn Tumbes. (a) colecta usando chinchorro. (b) Ejemplares de
pequefio tamafio de algunos peces, en este caso lenguados (c) Peces
capturados que han sido agrupados por especies. (d) colecta usando
atarraya.
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3.2.2. Obtencién y almacenamiento de muestras de tejidos y
ejemplares de peces

Los especimenes fueron trasladados al Laboratorio Costero Imarpe

Tumbes donde fueron identificados por el personal encargado de la

taxonomia en base a caracteres morfolégicos y usando claves

taxondmicas hasta el nivel de especie.

De cada pez se extrajo 0,5 cm® de tejido muscular, el cual fue

depositado en microtubos de 2 ml conteniendo alcohol al 96 %, los que

fueron guardados en el banco de tejidos de peces del proyecto en un

congelador vertical a -20 °C.

Los peces fueron rotulados con el mismo codigo de sus respectivos

tejidos y guardados en alcohol al 70 % en la coleccion de vouchers del

proyecto.

3.2.3. Extraccion de ADN total (protocolo de extraccion salina).

Se tom6 0,5 g de tejido muscular de cada pez, y se colocé en un
microtubo de 1,5 ml, se maceré y adicion6 290 pl de solucion tampén,
solucién salina y 10 pl de proteinasa K, los microtubos se agitaron con
un vortex y se incubaron en bafio maria a 56 °C por 2 h. Transcurrido
ese tiempo se adiciond 2 pl de ARNasa y se incub6 durante 1 h en
bafio maria a 37 °C, luego se adicion6 100 pul de solucion 5M de NacCl
en cada micro-tubo y se homogeniz6 con cuidado. Se centrifugd por
10 min a 10 000 rpm a 25 °C, luego se extrajo 300 pl del sobrenadante
el cual se coloco en un nuevo microtubo de 1,5 ml, se adicion6 600 pl
de etanol helado al 100 %. Después de esto las muestras se colocaron
en el congelador por 2 horas. Al retirar las muestras del congelador se
centrifugaron por 30 min a 14 000 rpm a 4 °C. Se elimino el etanol por
inversion para luego adicionar 1000 pl de etanol al 70 % helado, se
centrifugaron las muestras por 10 min a 14 000 rpm a 4 °C, se descart6
el etanol con mucho cuidado y las muestras se colocaron a secar
invirtiendo el microtubo en papel toalla, una vez secas las muestras se
adiciono 150 pl de elution buffer. EI ADN obtenido fue guardado en el

banco de ADN extraido del proyecto.
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3.2.4. Amplificacion del fragmento del gen COI por PCR.

Para la amplificacion del fragmento del gen COI, se usaron los primers
descritos por Ward et al. (2005):

Primer Fish F1: 5- TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC -3

Primer Fish F2: 5- TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC -3

Primer Fish R1: 5- TAGACTTCT GGGTGGCCAAAGAATCA -3
Primer Fish R2: 5- ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA -3

La reaccion de PCR se realiz6 en un volumen de 25 pl, para ello en

cada tubo de 200 pl, se colocaron los siguientes componentes:

e 17,6 pl de agua ultra pura

e 2.5 ul de solucion buffer 10X

e 0,5 pulde MgCl,a una concentraciéon de 100 mM

e 0,2 ul de Taq polimerasa a una concentracion de 5 U/ul (marca
GeneON)

e 0,6 pl del mix de deoxinucledtidos trifosfato (ANTPS)

e 2,0 ul del ADN extraido

e 0,8 pl de cada primer (usando solo una de las dos parejas: F1/R1
o0 F2/R2).

El programa de PCR consistié en dos protocolos (tabla 4):

Tabla 4. Programacion del termociclador para las dos parejas de
primers utilizados en la amplificaciéon del gen COI

Fase Temperatura (°C) Tiempo Numero
Primers Primers (min) de ciclos
Fish Fl1y FishR1  Fish F2 y Fish R2
Pre desnaturalizacion 94 94 5 1

Amplificacién 25
Desnaturalizacién 94 94 1
Hibridacién 50 52 1
Polimerizacion 72 72 1
Polimerizacién final 72 72 7
Conservacion 12 12 0
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3.2.5. Observacion de los resultados mediante electroforesis.

Se preparé un gel de agarosa al 1 %, para ello se pesé 0,5 g de
agarosa y se disolvié en 50 ml de solucion tris - acido acético - EDTA
(TAE) 1X.

Los amplicones (producto de la amplificacion de ADN en la PCR)
fueron migrados en el gel de agarosa. Se tomo 2 pl de cada amplicon y
se mezclé con 1 pl del reactivo intercalante Gelred (marca Biotium).
Esta mezcla fue depositada en cada pocillo del gel. Adicionalmente se
coloco en uno de los pocillos 2 pl de marcador de peso molecular de 50
a 1500 pb (marca GeneON) con 1 pl del intercalante Gelred.

Los geles fueron colocados en la camara de electroforesis y se dejo
migrar a 60 V durante 60 min.

Los geles de la migracion fueron visualizados y fotografiados utilizando

un fotodocumentador.

3.2.6. Secuenciamiento

Los amplicones fueron empacados con parafina con el propésito de
que estos no se contaminen, para después de ello ser enviados a
secuenciar en duplicado tanto la cadena forward como la reverse, a la

empresa Macrogen (USA).

3.2.7. Alineamiento de secuencias de los productos amplificados
Los electroferogramas fueron ensamblados usando el programa
Geneious v.5.6 (Biomatters Ltd), las secuencias consenso resultado
fueron verificadas para ver la presencia de inserciones, deleciones o
codones de parada (stop codons). Las secuencias consenso fueron
alineadas usando el programa Geneious v.5.6 y finalmente analizados
usando el software editor de alineamiento de secuencias Bioedit 7.0.5
(Hall, 1999).

3.2.8. Analisis de datos
El calculo de la composicion media de nucleétidos de las secuencias,
los andlisis de distancia de las especies y el de vecino mas préoximo

(neighbor-joining) y la determinacién de las distancias genéticas intra e
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interespecificas fueron calculadas usando el método evolutivo de
neighbor-joining (NJ) y el modelo de sustitucion de Kimura 2-
parametros (K2P) (Kimura, 1980), el dendrograma fue obtenido en
Mega v.6.0 usando 1000 réplicas de bootstrap (Tamura, Stecher,
Peterson, Filipski, & Kumar, 2013). La identificacion de caracteres
diagnostico fueron realizados usando las herramientas disponibles en
BOLD (Ratnasingham & Hebert, 2007), asi como la identificacion del

namero de indice de barcode (BIN).
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IV. RESULTADOS

4.1. Especies icticas identificadas mediante ADN barcode en los

cuerpos de aguas continentales de Tumbes

En los cuerpos de agua continentales de Tumbes se encontraron 32
especies correspondientes a seis 6rdenes y 17 familias (tabla 5).

Tabla 5. Orden, familia y especie de peces identificados mediante ADN
barcode en la region Tumbes.

Orden

Familia

Especie

Pleuronectiformes

Achiridae
Paralichthyidae

Trinectes fluviatilis
Citharichthys gilberti

Characiformes Bryconidae Chilobrycon deuterodon
Brycon alburnus
Brycon sp
Brycon dentex
Characidae Astyanax festae
Rhoadsia altipinna
Lebiasinidae Lebiasina bimaculata
Curimatidae Pseudocurimata troschelii
Parodontidae Saccodon wagneri
Perciformes Carangidae Selene brevoortii
Oligoplites saurus
Gobiidae Awaous transandeanus
Ctenogobius sagittula
Gerreidae Gerres cinereus
Diapterus peruvianus
Eleotridae Dormitator latifrons
Eleotris picta
Gobiomorus maculatus
Centropomidae = Centropomus unionensis
Centropomus robalito
Cichlidae Andinoacara rivulatus
Oreochromis mossambicus
Oreochromis sp.
Oreochromis aureus
Oreochromis aff. mossambicus
Mugiliformes Mugilidae Mugil curema
Mugil sp
Siluriformes Ariidae Arius seemanni
Heptapteridae Pimelodella elongata
Cyprinodontiformes  Poeciliidae Poecilia sp




4.2.

En la tabla 5, se observa que el mayor numero de especies
corresponden a los 6rdenes Perciformes (16 especies) y Characiformes
(nueve especies), los 6rdenes con menor niumero de especies fueron

Mugiliformes (dos especies) y Cyprinodontiformes (una especie).

Especies icticas identificadas mediante ADN barcode por cuerpo

de agua continental de laregién Tumbes

En la tabla 6 se aprecia las especies identificadas segun cuerpo de
agua muestreado. Se observa que el rio Tumbes es el que tiene mayor
namero de especies identificadas con 23 especies; seguido del rio
Zarumilla con 14 especies. Los cuerpos de agua con menor numero de
especies fueron las quebradas Bocapan con ocho, El Piojo con siete,

Quebrada Seca con seis y La Coja con sélo cuatro especies.

De igual manera se observa que las especies que se presentaron en
mayor numero de cuerpos de agua fueron Chilobrycon deuterodon,
Astyanax festae y Oreochromis sp, presentes en cinco, seguidas por las
especies: Pimelodella elongata que se hallé6 en cuatro cuerpos de agua
(figura 4 del anexo 2), asimismo también las especies Oreochromis
mossambicus, Oreochromis aff. mossambicus y Poecilia sp. que fueron

halladas en tres cuerpos de agua.
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Tabla 6. Especie de peces por cuerpo de agua en la regién Tumbes.

Cuerpo de agua

Especie Rio  Quebrada El Rio Quebrada Quebrada Lagunala
Tumbes Piojo Zarumilla Seca de Bocapan Coja

Andinoacara rivulatus X X
Arius seemanni X
Astyanax festae X X X X X
Awaous transandeanus X X
Brycon alburnus X
Brycon dentex X
Brycon sp X
Centropomus unionensis X
Centropomus robalito X
Chilobrycon deuterodon X X X X X
Citharichthys qilberti X
Ctenogobius saqittula X X
Diapterus peruvianus X
Dormitator latifrons X
Eleotris picta X X
Gerres cinereus X
Gobiomorus maculatus X X
Lebiasina bimaculata X
Mugil curema X X
Mugqil sp X
Oligoplites saurus X
Oreochromis mossambicus X X X
Oreochromis sp. X X X X X
Oreochromis aureus X
Oreochromis aff. mossambicus X X X
Pimelodella elongata X X X X
Poecilia sp. X X X
Pseudocurimata troschelii X X
Rhoadsia altipinna X X
Saccodon wagneri X
Selene brevoortii X
Trinectes fluviatilis X X

Total de especies 23 7 14 6 8 4

4.3. Especies icticas de aguas continentales identificadas mediante

ADN barcode por estaciones de muestreo

En las tablas 7,8, 9, 10, 11 y 12 se observan las especies identificadas

por cada cuerpo de agua muestreado en la region Tumbes, las cuales

se muestran a continuacion:
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Tabla 7. Especies colectadas segun estacion de muestreo en el rio

Tumbes.
Estacién de muestreo
E [72] o
S @ Q © o
S 2 = e » c c S @
Especie 2 33 5 = 2 =8 g s 2 =
2 E€o © o © > S S S e
m 2 3] = o = = &)
5 X o T L= S
838 © Z
Andinoacara rivulatus X
Astyanax festae X X
Awaous transandeanus
Brycon alburnus X X X X
Brycon atrocaudatus X
Brycon dentex X X X X
Centropomus unionensis X
Chilobrycon deuterodon X
Citharichthys gilberti X
Ctenogobius sagittula X
Dormitator latifrons X X
Eleotris picta X X X
Gerres cinereus X
Gobiomorus maculatus X X X
Mugil curema X
Mugil sp. X X
Oreochromis aureus
Oreochromis mossambicus
Oreochromis sp. X X
Pimelodella elongata X
Pseudocurimata troschelii X
Rhoadsia altipinna X
Trinectes fluviatilis X X
Total de especies 1 8 5 1 4 2 2 4 4 7

En la tabla 7 se puede apreciar que entre las estaciones de muestreo
en el rio Tumbes, las que mas especies registraron fueron la
desembocadura del rio y San Francisco con ocho y siete especies,
siendo las estaciones con menos especies Brunos y Cerro Blanco con

una especie.
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Tabla 8. Especies colectadas segun estacion de muestreo en
Quebrada El Piojo.

Estacion de muestreo
Puente El Piojo

Especie

Astyanax festae

Chilobrycon deuterodon
Oreochromis aff. mossambicus
Oreochromis mossambicus
Oreochromis sp.

Pimelodella elongata

Poecilia sp.

X X X X X X X

Total de especies 7

En la tabla 8 se observa que en la Quebrada el Piojo sélo existié una
estacion de muestreo ubicada en el Puente del mismo nombre, en esta

estacion se registraron siete especies de peces.

Tabla 9. Especies colectadas segun estacion de muestreo Quebrada
Seca.

Estacion de muestreo

Especie Quebrada Seca

Astyanax festae X
Chilobrycon deuterodon X
Oreochromis mossambicus X
Oreochromis aff. mossambicus X
Oreochromis sp. X
Poecilia sp. X

Total de especies 6

En la tabla 9 se observa que en Quebrada Seca soélo existi0 una
estacion de muestreo con el mismo nombre, en esta estacidbn se

registraron seis especies de peces.
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Tabla 10. Especies colectadas segun estacion de muestreo en el rio
Zarumilla.

Estacion de muestreo
LaPalma  Aguas Verdes

Especie

Andinoacara rivulatus X
Astyanax festae

Awaous transandeanus
Chilobrycon deuterodon
Gobiomorus maculatus

X X X X

Lebiasina bimaculata
Oreochromis aff. mossambicus
Oreochromis sp.

Pimelodella elongata

Poecilia sp.

X X X X X

Pseudocurimata troschelii
Rhoadsia altipinna X
Saccodon wagneri
Trinectes fluviatilis X

X

X

Total de especies 13 1

En la tabla numero 10 se aprecia que casi la totalidad de especies
recolectadas en el rio Zarumilla, se hallaron en la estacion de La Palma
mientras que en la estacibn de Aguas Verdes soélo se hall6 una

especie.

Tabla 11. Especies colectadas segun estacion de muestreo en la
Laguna La Coja.

Estaciones de muestreo

Especie Laguna La Coja
Astyanax festae X
Chilobrycon deuterodon X
Oreochromis sp. X
Pimelodella elongata X
Total 4

En la tabla nUmero 11 se observa que las cuatro especies de peces
recolectadas en la Laguna la Coja, se recogieron de la Unica estacion

de muestreo que tiene el mismo nombre.
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4.4.

Tabla 12. Especies colectadas segun estacion de muestreo en la
Albufera Bocapén.

Estacion de muestreo

Especie

Bocapan 1 Bocapan 2

Arius seemanni X
Centropomus robalito X
Ctenogobius sagittula X X
Diapterus peruvianus X X
Eleotris picta X
Mugil curema X
Oligoplites saurus X
Selene brevoortii X X

Total de especies 7 4

En la tabla nimero 12 se puede apreciar un total de siete especies de
peces colectadas en la Albufera Bocapan, éstas se recogieron en la
estacion Bocapan 1, mientras que sélo 4 de las mismas se hallaron en

la estacion Bocapan 2.

Distancias genéticas en peces de aguas continentales de la region
Tumbes.

En la figura 3, se aprecia el arbol filogenético de los ejemplares
correspondientes a las 32 especies identificadas en los cuerpos de

agua continentales de la region Tumbes.
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Figura 3. Arbol filogenético de los peces continentales

Tumbes. 2016.

de la region

En la figura 3 se aprecia que los ejemplares correspondientes a nueve

especies tuvieron sus secuencias de ADN completamente similares,

con una distancia genética de 0,000, entre ellas: Andinoacara
rivulatus, Arius seemanni, Brycon dentex, Brycon alburnus,
Centropomus robalito, Eleotris picta, Mugil curema,
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Oreochromis aureus, Oreochromis aff. mossambicus, también hubieron
nueve especies que solo contaron con un ejemplar, por lo tanto para
ellas no se pudo calcular la distancia genética; en los ejemplares de las
14 especies restantes, las secuencias no fueron completamente
similares por lo que su distancia genética no fue cero, se aprecia que
en los ejemplares de la especie Chilobrycon deuterodon, casi todos sus

ejemplares muestran secuencias distintas con distancias mayores.

En la tabla 13, se muestra las distancias genéticas intra-especificas de
las 32 especies. Se observa que en nueve especies no se pudo
calcular la distancia por contar con un solo ejemplar, otras nueve
especies mostraron una distancia genética de cero, mientras que las
catorce restantes mostraron distancias de 0,1 % a 0,7 %, de estas
tltimas Selene brevoortii y Chilobrycon deuterodon, muestran las

mayores distancias con 0,5 % y 0,7 % respectivamente.

Las distancias genéticas inter-especifica por familia de los peces se
muestran en la tabla 14 del anexo 3, alli se observa que las distancias
genéticas entre las 17 familias va desde 3,7 % a 27,2 %, siendo las
familias que presentaron menores distancias genéticas Gerreidae y
Eleotridae, que mostraron una distancia genética de 3,7 % entre ellas,
mientras que las familias que tuvieron mayores distancias genéticas
fueron Curimatidae con Achiridae, asi como Poecilidae con
Curimatidae con una distancia genética de 27,2 % para ambas parejas

de familias.
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Tabla 13. Distancia genética intra-especifica de las 32 especies de
peces identificados mediante la técnica ADN barcode en aguas

continentales de la region Tumbes.

Distancia Error Distancia  Error
Especie genética  estandar Especie genética estandar

Brycon sp n/c* nlc Arius seemanni 0,000 0,000
Centropomus unionensis nlc nlc Brycon dentex 0,000 0,000
Dormitator latifrons nlc nlc Citharichthys gilberti 0,001 0,001
Lebiasina bimaculata nlc nlc Pseudocurimata troschelii 0,001 0,001
Gerres cinereus nlc nlc Astyanax festae 0,001 0,001
Diapterus peruvianus nlc nlc Ctenogobius sagittula 0,001 0,001
Mugil sp nlc nlc Gobiomorus maculatus 0,002 0,001
Saccodon wagneri nlc nlc Pimelodella elongata 0,002 0,002
Oreochromis mossambicus nlc nlc Oligoplites saurus 0,002 0,002
Centropomus robalito 0,000 0,000 Oreochromis sp. 0,002 0,001
Brycon alburnus 0,000 0,000 Poecilia sp. 0,002 0,001
Eleotris picta 0,000 0,000 Rhoadsia altipinna 0,002 0,002
Andinoacara rivulatus 0,000 0,000 Trinectes fluviatilis 0,002 0,001
Mugil curema 0,000 0,000 Awaous transandeanus 0,003 0,002
Oreochromis aureus 0,000 0,000 Selene brevoortii 0,005 0,003
Oreochromis aff. mossambicus 0,000 0,000 Chilobrycon deuterodon 0,007 0,002

* n/c = no es posible calcular
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V. DISCUSION

En la presente investigacion usando la técnica de ADN barcode se identifico
taxondmica y genéticamente 32 especies de peces continentales en la regién
Tumbes, la cual es una cantidad ligeramente inferior a la reportada por Luque
(2008), quien usando claves taxonOmicas encontr0 36 especies de peces
continentales en la misma region. Por otra parte, Valenzuela (2014) reporté 34

especies de peces, pero soélo en el rio Tumbes.

Se precisa que en el articulo de Luque (2008), no se ha indicado el numero de
especies por cuerpo de agua continental en la region y que estas corresponden a
un solo afio, el 2008; sin embargo, el autor cuenta con informacién sobre sus
capturas en el rio Tumbes y Zarumilla en los afios 2006 a 2008, las que fueron

proporcionadas por el mismo.

Doce especies identificadas en esta investigacion, no fueron reportadas por
Luque (2008) y Valenzuela (2014), por otra parte, es esta investigacion no se
encontrd 30 especies de las reportadas por Luque (2008) y Valenzuela (2014), asi
como en los muestreos realizados por Luque en los afios 2006 a 2008 (Carlos

Luque, en comunicacién personal, 28/08/2017).

Es posible que las especies no encontradas en esta investigacion comparadas
con las de los otros autores, se deba a que, en el caso de Luque (2008), se
realiz6 muestreos por mas tiempo (tres afos), y en el caso de Valenzuela (2014)
porque las mismas estaciones de muestreo fueron evaluadas en dos momentos
del afio, lo que no ocurrio en esta investigacion, con lo que es posible que algunas
especies que se presentan en determinadas zonas en diferentes épocas del afio,

no pudieron ser encontradas en esta investigacion.

Por otra parte, se puede argumentar que en caso de las especies que han sido
identificadas en esta investigacion pero no por Luque (2008) y Valenzuela (2014),
esto se deba a: que al realizar dichos autores, solo identificacién morfolégica, es

posible que hayan clasificado erroneamente algunas especies como indica



Garcia-Davila et al. (2014), con lo cual disminuyen el nimero de especies
identificadas.En la presente investigacion la identificacion de los peces se hizo
morfolégica y genéticamente, por lo que hay menos probabilidad de una

identificacion erronea.

Otra razon podria ser que las poblaciones de algunas de ella se hayan reducido,
tal vez por la contaminacién que como indica Pufio (2015), al existir gran cantidad
de contaminantes en los rios de la region Tumbes, puede reducir la diversidad
biolégica en dichos cuerpos de agua; otra posible razén para esta diferencia entre
el nimero de especies identificadas en cada investigacion puede ser por la
introduccidn de especies invasoras como lo indica Cossios (2010), que especies
de peces introducidas en ambientes acuaticos peruanos, podrian estar
desplazando a las especies autoctonas, es asi que dentro de las especies que se
han identificado se hallan las tilapias (Oreochromis mossambicus, O. aureus y
Oreochromis sp.), que se reportan por primera vez en esta investigacién. Las
especies de tilapias se han considerado entre las 100 especies invasoras mas

perjudiciales del mundo.

Respecto a las especies de peces identificadas en el principal cuerpo de agua
continental de la regién que es el rio Tumbes, en esta investigacion se encontrd
23, siendo inferior a las que encontrara Luque entre los afios 2006 a 2008 quien
reporta que encontr6 34  especies (Luque en comunicacion personal,
28/08/2017); asi como al nimero de especies encontrada por Valenzuela (2014)
en el rio Tumbes, quien reportdé 32 especies. Las razones para tales diferencias,

se han discutido en los parrafos anteriores.

Por otro lado, en lo que respecta al rio Zarumilla, en esta investigacion se logro
encontrar 14 especies, cantidad que es superada ampliamente por la
investigaciéon de Luque 2006 a 2008 (en comunicacién personal, 28/08/2017),
quien encontro 27. En el caso de Valenzuela (2014), no hay informacion al

respecto pues solo estudio las especies de peces en el rio Tumbes.
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Respecto a las distancias intra-especificas de las 32 especies de peces
identificadas genéticamente, se puede mencionar que en nueve especies, no se
pudo calcular la distancia por contar con un solo ejemplar, en otras nueve
especies la distancia fue cero, mientras que las catorce restantes mostraron
distancias de 0,1 % a 0,7 %, de estas Ultimas Selene brevoortii y Chilobrycon
deuterodon muestran las mayores distancias con 0,5 % y 0,7 % respectivamente.
En la investigacion de De Oliveira (2012), las distancias intra-especificas fueron
de 0,4 %, en la mayoria de las especies pero en seis de ellas hubo distancias
intra-especificas entre 2,03 a 12,63 %, por otro lado en la investigacion de Siccha
(2011) las distancias intra-especificas fueron de 0,0 %, mientras que Lara (2008),
encontrd distancia genética intra-especifica de 0,96 %,. Los datos de distancias
genética intra-especificas en esta investigacion son similares a las reportadas por

los dos autores sefalados.

Las distancias genéticas inter-especificas se calcularon entre familias, de las 32
especies identificadas correspondientes a 17 familias, las distancias genéticas
fueron desde 3,7 % a 27,2 %, la familias con menores distancias genéticas fueron
Gerreidae con Eleotridae, las cuales tuvieron una distancia genética de 3,7 %, y
las familias con mayores distancias genéticas fueron Curimatidae con Achiridae
con 27,2 %; la familia Poecilidae con la familia Curimatidae de igual manera
mostraron distancia genética de 27,2 %. Al respecto, Siccha (2011), encontro
distancias genéticas inter-especifica de 19,5 % entre especimenes del mismo
género, Ward et al. (2005), encontré distancias genéticas obtenidas dentro de la
especie, género, familia, orden y clase que fueron 0,39 %, 9,93 %, 15,46 %,
22,18 % y 23,27 %, respectivamente. En la investigacion realizada por Lara
(2008), encontré que las distancias genética inter-especificas entre especies

congenéricas fue de 10,2 %.

Por lo tanto se concluye que las distancias genéticas intra e inter-especificas
obtenidas en esta investigacion son similares a las encontradas en

investigaciones similares como las reportadas.

Debido a que en las sucesivas investigaciones realizadas por diferentes autores y

en esta investigacion, se siguen reportando especies que no han sido
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previamente encontradas, es posible que la diversidad de peces en las aguas
continentales de Tumbes se halle subestimada.

Por otra parte es preocupante que en casi todos los cuerpos de aguas
continentales de la region Tumbes, a excepcion de la quebrada de Bocapan se
halla encontrado ejemplares del género Orecochromis que es una de las especies

invasoras mas perjudiciales del mundo.
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V1.

CONCLUSIONES

1.

Mediante la técnica de ADN barcode, se identific6 32 especies de
peces en las aguas continentales de la region Tumbes, las que

correspondieron a 6 6rdenes y 18 familias.

Entre los cuerpos de aguas evaluados, en el que se tuvo mayor
namero de especies fue el rio Tumbes con 23 especies, seguido del rio
Zarumilla con 14, quebrada Bocapan con ocho, quebrada EIl Piojo con

siete, Quebrada Seca con seis y laguna La Coja con cuatro.

La familia Perciforme fue la que estuvo mejor representada en los
cuerpos de agua continentales de la region Tumbes, al incluir 16 de las

32 especies encontradas.

Los ejemplares encontrados tuvieron distancias genéticas
intraespecificas de 0,0 a 0,7 %, las cuales son distancias genéticas que
convencionalmente se encuentran en peces en cuerpos de aguas

continentales.

Las distancias genéticas inter-especificas, Selene brevoortii y
Chilobrycon deuterodon fueron las especies que presentaron las

mayores distancias de 0,5y 0,7 % respectivamente.



Vil. RECOMENDACIONES

1.

Realizar estudios sobre la biodiversidad de peces de la regidon Tumbes,
usando metagendmica para poder identificar mayor cantidad de
especies, pues esta técnica permitird identificar larvas, huevos,

gametos y hasta fragmentos de tejidos de los peces.

Realizar estudios poblacionales de las especies de peces continentales
en la region Tumbes, puesto que se carece de datos acerca del
namero de individuos, es decir la abundancia de ejemplares, de cada

especie.
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Anexo 1. Ficha para identificacion de peces.

Nombre cientifico

Nombre comun

Orden

Familia

Subfamilia

Lugar / fecha

Arte de pesca

Zona de pesca / pos. geografia

Profundidad

Tipo de fondo

Colectores

Color en vida

Color en preservante

Referencia especifica

Referencia general

Espéci | Long peso | sexo Cod. De | Cdd. De | Cdd. De
men coleccion IMARPE campo
Fotografias

Observaciones

Identificado por
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Anexo 2.

Figura 4. Especies de peces encontrados con mayor frecuencia en cuerpos de
agua continentales de la regidbn Tumbes. (a) Chilobrycon deuterodon, (b)
Astyanax festae, (c) Oreochromis sp., (d) Pimelodella elongata.
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Anexo 3

Tabla 14. Distancia genética inter-especifica por familia de las 32 especies de peces identificados mediante la técnica
ADN barcode en aguas continentales de la region Tumbes.

Familia A B C D E F G H I J K L M N 0 P Q

A Centropomidae 0,022 0,023 0,018 0,017 0,016 0,017 0,023 0,017 0,021 0,023 0,013 0,024 0,023 0,021 0,018 0,023
B Achiridae 0,213 0,024 0,018 0,020 0,018 0,019 0,023 0,018 0,022 0021 0,017 0026 0022 0,025 0,019 0,021
C Paralichthyidae 0,235 0,245 0,018 0,018 0,018 0,016 0,023 0,019 0,024 0020 0,017 0,024 0024 0,026 0,022 0,026
D Eleotridae 0,167 0,187 0,187 0,012 0,013 0,012 0,017 0,013 0,017 0014 0,012 0018 0016 0,018 0,014 0,018
E Gobiidae 0,172 0,202 0,187 0,104 0,013 0,013 0,019 0013 0,019 0018 0,013 0019 0018 0,019 0,014 0,018
F Bryconidae 0,170 0,184 0,193 0,122 0,109 0,013 0,016 0,012 0016 0016 0013 0,015 0,014 0,016 0,008 0,014
G Gerreidae 0,112 0,147 0,120 0,037 0,053 0,062 0016 0,012 0,017 0,013 0014 0018 0,016 0018 0,016 0,018
H Heptapteridae 0,234 0,234 0,252 0,164 0,187 0,177 0,123 0,017 0,022 0,020 0,018 0,023 0,022 0,025 0,018 0,020
| Cichlidae 0,180 0,184 0,202 0,128 0,126 0,111 0,065 0,171 0017 0,016 0,013 0,018 0,016 0,020 0,015 0,018
J Lebiasinidae 0217 0,230 0,258 0,162 0,188 0,154 0119 0,222 0,177 0,020 0,019 0,023 0,023 0,026 0,018 0,022
K Mugilidae 0236 0,225 0211 0,141 0,171 0,165 0,070 0,206 0,164 0,211 0,015 0,022 0,022 0,023 0,019 0,022
L Carangidae 0,108 0,154 0,167 0,100 0,106 0,114 0,049 0178 0,119 0,182 0,141 0,019 0,016 0,018 0,015 0,018
M Curimatidae 0,257 0,272 0,271 0,197 0,209 0,156 0,151 0,237 0,205 0,249 0,236 0,202 0,023 0,025 0,016 0,022
N Parodontidae 0,238 0,232 0,237 0,165 0,184 0,138 0,126 0,228 0,165 0,224 0,232 0,155 0,224 0,024 0,017 0,021
O Poeciliidae 0224 0,269 0,293 0,178 0,186 0,163 0,137 0,259 0,200 0,269 0255 0,180 0,272 0,258 0,020 0,022
P Characidae 0,195 0,201 0,232 0,141 0,139 0,070 0,01 01192 0,145 04179 0203 0,147 0,158 0,157 0,198 0,016
Q Ariidae 0234 0216 0,289 0,177 0,182 0,145 00133 0192 0,173 0,230 0,209 0,61 0,233 0,222 0,243 0,159

*Las letras en el encabezado corresponden a las familias que estan precedidas por la misma letra en la columna

izquierda
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Anexo 4

Tabla 15. Especies de peces identificados en la region Tumbes, por Lugue (2008),

Valenzuela (2014) y en la presente investigacion.

6 (2] _C 8 © .C
S - 8 S -~ 8
Especi 8 RS £5 Especi g R &8
specie s 58 4% specie s 58 4%
g = z g = g
— £ | £
Achirus klunzingeri X X Hoplias microlepis X
Achirus mazatlanus X X Lebiasina bimaculata X X X
Aequidens rivulatus X Lycengraulis poeyi X
Andinoacara rivulatus X X Mugil cephalus X
Arius seemanni X X Mugil cephalus Linnaeus, X
Astyanax festae X X X Mugil curema X X
Awaous transandeanus X X Mugil curema Valenciennes, X
Awaous banana X Mugil sp. X
Brycon alburnus X X Oligoplites saurus X
Brycon atrocaudatus X X Oreochromis aureus X
Brycon dentex X X X Oreochromis aff. mossambicus X
Bryconamericus brevirostris X Oreochromis mossambicus X
Bryconamericus peruanus X X Oreochromis niloticus X X
Brycon sp. Oreochromis sp.
Centropomus nigrescens X Paracetopsis atahualpa X
Centropomus unionensis X Paracetopsis bleekeri X
Centropomus robalito Phylipnus maculatus X
Chaetostoma microps X X Pimelodella elongata X X
Chilobrycon deuterodon X X Poecilia reticulata X
Cichlasoma festae X Poecilia sp.
Citharichthys gilberti X Pseudocurimata peruana X
Ctenogobius sagittula Pseudocurimata troschelii X X
Diapterus peruvianus X Pseudophallus starksii X
Dormitator latifrons X X Rhoadsia altipinna X X
Eleotris picta Saccodon wagneri
X X X
Eucinostomus currani Selene brevoortii
X
Evorthodus minutus X Sternopigus macrurus X
Gambusia affinis X Sternopygus sp. X
Gerres cinereus Trichomycterus sp. X
Gobiomorus maculatus X X Trinectes fluviatilis X X X
Gobionellus sp. X Trinectes fonsecensis X X
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Anexo 5.

Centropomus robalito Trinectes fluviatilis

Diapterus peruvianus Andinoacara rivulatus

Dormitator latifrons Chilobrycon deuterodon

Mugil curema Poecilia sp

Figura 5. Peces de aguas continentales identificados mediante la tecnica ADN
barcode en la region Tumbes en 2016.

Continda...
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Pimelodella elongata Lebiasina bimaculata

Awaous transandeanus Saccodon wagneri

Selene brevoortii Rhoadsia altipinna

Brycon alburnus Astyanax festae

Figura 5. Peces de aguas continentales identificados mediante la tecnica ADN
barcode en la regiébn Tumbes en 2016.

Continda...
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Gobiomorus maculatus Centropomus unionensis

Oligoplites saurus Pseudocurimata troschelii

Gerres cinereus Citharichthys gilberti

Oreochromis aff. mossambicus Eleotris picta

Figura 5. Peces de aguas continentales identificados mediante la tecnica ADN
barcode en la regiébn Tumbes en 2016.

Continda...
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Arius seemanni Oreochromis aureus

Oreochromis mossambicus Brycon sp

A L P

Brycon dentex Mugil sp

Oreochromis sp Ctenogobius sagittula

Figura 5. Peces de aguas continentales identificados mediante la tecnica ADN
barcode en la region Tumbes en 2016.
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