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Identification by DNA barcode of invading fish in the mangrove of Tumbes (Peru)
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Resumen

El Pert es un pais megadiverso que destaca por su biodiversidad de peces, entre ellos los del
manglar de Tumbes. Este ecosistema se encuentra amenazado por diversas causas, una de ellas es
la introduccién de especies invasoras. La investigacion se realiz6 entre junio de 2016 y agosto de
2018, tuvo como objetivo identificar, mediante la técnica de ADN barcode, los peces invasores en
el manglar de Tumbes. Se recolectaron peces en 18 puntos de muestreo, estos fueron identificados
por sus caracteristicas morfoldgicas. Para la identificacion mediante ADN barcode, se obtuvo sus
secuencias de un fragmento del gen de la subunidad I de la citocromo oxidasa (COI), con las cuales
se realizd su identificacidon en las bases de datos de Blast y Bold. También se realiz6é analisis
filogenético, construyendo arboles basados en los métodos de Neighbor joining (NJ]),
descubrimiento automatico de brecha de barcode (ABDG) y modelo generalizado mixto de Yule y
coalescencia (GMYC), con los cuales se confirmé la asignacion de especies. De los analisis
realizados se concluy6 la presencia de cuatro especies invasoras: Poecilia reticulata, Oreochromis
mossambicus, O. niloticus y O. urolepis.
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Abstract

Peru is a megadiverse country that highlight for its biodiversity of fish, including there of the
mangrove of Tumbes. This ecosystem is threatened by various causes, one of them is introduction
of invasive species. The investigation was carried out between June 2016 and August 2018, with
the objective of identifying, through the DNA barcode technique, the invading fish in the Tumbes
mangrove. Fish were collected in 18 sampling points; these were identified by their morphological
characteristics. For identification by DNA barcode, its sequences were obtained from a fragment
of the gene of cytochrome oxidase subunit I (COI), with which we searched for its identification in
the Blast and Bold databases. Phylogenetic analysis was also carried out, constructing trees based
on the methods of Neighbor joining (N]), automatic barcode discovery gap (ABDG) and model of
generalized mixed of Yule and coalescence (GMYC), with which the allocation of species was
confirmed. From the analyzes carried out the presence of four invasive species was concluded:
Poecilia reticulata, Oreochromis mossambicus, O. niloticus and O. urolepis.
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Introduccion

Peri es uno de los 10 paises mas
megadiversos a nivel mundial, esto se debe al
gran numero de especies que habitan los
diversos ecosistemas que se hallan en su
territorio (Shanee et al., 2017); en el norte
del pais se destaca el ecosistema de manglar
de Tumbes el cual alberga una gran
diversidad de peces (Luque, 2008). Los
ecosistemas marinos, incluyendo a los
manglares, estdn amenazados por diversas
causas, entre ellas la introduccion de
especies invasoras (Giakoumi et al., 2018;
Gorman, 2018).

El manglar de Tumbes de igual manera esta
amenazado por el cambio climatico y
actividades antrépicas (pesca, acuicultura,
contaminaciéon) (Takahashi y Martinez,
2015), a lo cual se suma el riesgo de la
introduccién de especies invasoras; las
cuales se definen como especies no nativas,
introducidas por la actividad humana, que
pueden originar un impacto ambiental o
economico negativo, pudiendo incluso ame-
nazar a la salud humana (Amador-del Angel
et al., 2014; Makowski y Finkl, 2019).

Las especies invasoras se caracterizan por
poseer altas tasas reproductivas y de
propagacion, amplia variabilidad genética,
conjuntamente con una considerable plas-
ticidad fenotipica. De igual manera poseen
una distribucién amplia por su caracteristica
oportunista (Mendoza, 2018).

El efecto ambiental de las especies invasoras,
no se evidencian solamente en su impacto en
la biodiversidad, también en la disponi-
bilidad de nutrientes y agua; pudiendo perju-
dicar ala agricultura, ganaderia y acuicultura
(Nentwig et al., 2018a); ademas puede ser
muy perjudicial para las especies de peces
nativas, asi se les ha responsabilizado por la
desaparicién del 54% de los peces a nivel
mundial, del 70% de los de Norteamérica y
60% de los mexicanos (Amador-del Angel
etal., 2014).

En muchos ecosistemas de manglar
americanos se ha reportado la presencia de
peces invasores, como por ejemplo: pez leén
(Pterois volitans) en las costas atlanticas de
Estados Unidos, México, Centroamérica,
Colombiay Venezuela (Barbour et al., 2010;
Lasso-Alcala y Posada, 2010; Arbeldez y
Acero, 2011; Pimiento et al., 2015;
Chavez-Lépez y Rocha-Ramirez, 2018)
También se ha reportado presencia de
Poecilidos (Poecilia spp., Gambusia spp.) en
manglares de Florida, México y Costa Rica
(Pimiento et al, 2015; Chavez-Lopez y
Rocha-Ramirez, 2018; Global Invasive
Species Database, 2019); de tilapias
(principalmente  Oreochromis  niloticus,
ademas de O. mossambicus y O. aureus) en
Estados Unidos, México, Cuba, Costa Rica y
Colombia (Schiittler, 2009; Lowe et al.,
2012).

En cuanto al manglar peruano, se ha
reportado la presencia de peces invasores de
las especies O. niloticus y de P. reticulata en el
manglar de San Pedro de Vice en Piura
(Barrionuevo y Marcial, 2006) asi como en
el manglar de Tumbes (Luque, 2008).
Ambos estudios han basado su identificacion
en caracteres morfoldgicos utilizando claves
de identificacién. Sin embargo dicha forma
de identificacion estd limitada por la
plasticidad fenotipica, el dimorfismo sexual y
la variabilidad genética, ademas que las
claves no abarcan todos los estadios de
desarrollo y son complejas para su uso, por
lo que requieren de expertos taxonomistas
(Zhang y Hanner, 2011).

Estas limitaciones, pueden ser superadas por
la identificacién molecular basada en el ADN
barcode, que utiliza tradicionalmente un
fragmento del gen que codifica la subunidad
I de la citocromo oxidasa (COI), puesto que
sus secuencias son bastante conservadas al
nivel de especie.

Material y métodos

La investigacidn se realiz6 de junio de 2016
a agosto de 2018 en el Laboratorio de
Sanidad Acuicola del Laboratorio Costero del
Instituto del Mar del Pert (La Cruz, Tumbes,
Pert). La poblacién en estudio correspondio
a los peces del manglar de Tumbes. La
muestra para este estudio fue de 362 peces
que fueron recolectados en 18 puntos de

muestreo, utilizando atarrayas, redes,
anzuelos y marcos de malla de tul. Los peces
fueron transportados en baldes con hielo
hasta el Laboratorio Costero de Imarpe
Tumbes. Los ejemplares fueron identificados
por taxénomos del proyecto usando diversas
claves de identificacion.

De cada ejemplar se realiz6 la amplificacion
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de un fragmento del gen de la subunidad I de
la citocromo oxidasa (COI), que fue realizada
en un volumen de reaccién de 25 i,
conteniendo 16,1 pl de agua ultrapura, 2,5 pl
de desoxirribonucleétidos trifosfato (dANTPs,
8 mM), 2,5 ul de buffer 10X, 1,2 ul de cada
primer (10 uM) y 0,5 pul de Taq polimerasa.

Los primers utilizados en la amplificacion
fueron los empleados por Ward et al.

(2005):
Pareja 1:
Fish F1: 5’- TCAACCAACCACAAAGACATTG
GCAC-3’
Fish R1: 5’- TAGACTTCT GGGTGGCCAAAGA
ATCA -3’
Pareja 2:
Fish F2: 5’- TCGACTAATCATAAAGATATC
GGCAC -3’
Fish R2: 5’-ACTTCAGGGTGACCGAAGAATC
AGAA -3’

Que permitieron obtener un fragmento de
ADN de aproximadamente 648 pb.

La amplificacion mediante reaccion de
cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 en
un termociclador programado con desnatu-
ralizacién inicial a 94 °C por 4 min; seguido
de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por
1 min, hibridacién por 1 min a 50 - 65 °C y
extension por 2 min a 72 °C; posteriormente
a dichos 35 ciclos, se dio un paso de
extension final a 72 °C por cinco min. Los

amplicones fueron visualizados en gel de
agarosa al 1%, posteriormente fueron envia-
dos a secuenciar por duplicado (cadenas
forward y reverse) al extranjero.

Las secuencias de ADN fueron ensambladas
con el programa Geneious 5.6, luego fueron
alineadas en Mega 7. Las secuencias depu-
radas fueron usadas para realizar busquedas
en las bases de datos Blast y Bold a fin de
poder identificar mediante ADN barcode a
que especie correspondieron.

De los ejemplares identificados, se selec-
cion6 para el andlisis posterior soélo las
secuencias nucleotidicas de aquellos que
fueron determinados como especies inva-
soras segun el listado expuesto por Lowe et
al. (2004).

Se calcularon las distancias genéticas intra e
interespecificas, construyéndose un arbol
Neighbor joining (N]) con el modelo de
sustitucion de Kimura 2-parametros (K2P)
implementados en Mega 7. Se construyeron
arboles filogenéticos mediante analisis de
descubrimiento automatico de brecha de
barcode (ABDG) implementado en el site
http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/
(Puillandre et al, 2012) y del modelo
generalizado mixto de Yule y coalescencia
(GMYC), ejecutado a través de los programas
BEAST 2.5.2y R 3.5.2.

Resultados y discusion

De los 362 ejemplares recolectados e
identificados, 15 correspondieron a especies
invasoras: tilapias del género Oreochromisy
piponas del género Poecilia. En la tabla 1 se
muestra la identificacién de cada ejemplar
basada en sus caracteristicas morfolégicas,
asi como por ADN barcode.

Las tilapias de acuerdo a sus caracteristicas
morfoldgicas fueron identificadas como co-
rrespondientes a dos especies: Oreochromis
mossambicus y O. niloticus. Sin embargo
usando ADN barcode y labusqueda en la base
de datos de Blast se identificaron como
pertenecientes a cuatro especies: O. niloticus,
0. urolepis, O. aureus y 0. mossambicus (todas
con un porcentaje de identidad y cobertura
de 100%), mientras que wusando ADN
barcode y la base de datos de Bold se
identific6 a tres especies: O. aureus, O.

urolepis y 0. mossambicus con identidad de
100%.

Respecto a los poecilidos, mediante caracte-
risticas morfologicas se identificé a Poecilia
reticulata, mientras que mediante ADN
barcode y la base de datos de Blast, se logré
identificar s6lo hasta el nivel de género
(Poecilia sp.), y a través de Bold, como
Poecilia mexicana (identidad de 99,85%).

Al realizar el analisis filogenético de las
secuencias de ADN del fragmento del gen COI
de los peces invasores, se observo que los
arboles construidos con los métodos de
Neighbor-Joining (N]), ABGD y GMYC mos-
traron una estructura similar entre ellos, no
habiendo contradicciéon entre los mismos
respecto a nodos que pertenezcan a clados
distintos.
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Tabla 1. Especies de peces identificadas morfolégicamente y mediante ADN barcode

Identificacion Identificacién mediante ADN barcode
morfoldgica Blast* Bold
Codigo de Identidad
ejemplar Especie Especie Especie (%)
LCT 228 0. mossambicus O. niloticus 0. aureus 100,00
LCT_ 229 0. mossambicus 0. urolepis 0. urolepis 100,00
LCT_262 0. mossambicus 0. niloticus/0. aureus 0. aureus 100,00
LCT_263 0. mossambicus 0. urolepis 0. urolepis 100,00
LCT_264 0. mossambicus 0. aureus/0. mossambicus 0. mossambicus 100,00
LCT_ 217 O. niloticus O. niloticus 0. aureus 100,00
LCT_218 O. niloticus O. niloticus 0. aureus 100,00
LCT_219 O. niloticus O. niloticus 0. aureus 100,00
LCT_220 0. niloticus 0. niloticus 0. aureus 100,00
LCT_221 0. niloticus 0. niloticus 0. aureus 100,00
LCT 916 P. reticulata Poecilia sp. P. mexicana 99,85
LCT 917 P. reticulata Poecilia sp. P. mexicana 99,85
LCT_918 P. reticulata Poecilia sp. P. mexicana 99,85
LCT_919 P. reticulata Poecilia sp. P. mexicana 99,85
LCT_920 P. reticulata Poecilia sp. P. mexicana 99,85

* La identificacion y cobertura de las secuencias buscadas en Blast fue de 100%.

Para poder discriminar mejor las especies
identificadas, se utilizé los datos del arbol
generado en base al analisis GMYC, tratando
de consensuar los datos de tal manera que
los ejemplares de la misma especie
compartan clados (figura 1), alli se aprecia
que los ejemplares con fondo en color rojo
(cédigos LCT 217, 218, 219, 221 y 220) es
mas probable que se traten de O. niloticus
pues es la identificacion que les otorgan sus
caracteres morfolégicos y sus secuencias
barcode en Blast, lo que es respaldado a su
vez por el arbol construido con GMYC que
confirma que este grupo de ejemplares

pertenecen a una sola especie. Por otra parte
los ejemplares con fondo en color lila es mas
probable que se traten de O. urolepis pues es
la identificacion que les otorgan sus
secuencias ADN barcode en Blast y Bold, lo
que se respalda a su vez en que sus
secuencias forman un solo clado en el arbol
GMYC confirmando que pertenecen a una
sola especie. Estos ejemplares, en base a sus
caracteres morfologicos fueron identificados
como 0. mossambicus, pero esto es menos
probable pues del andlisis filogenético mos-
trado en el arbol GMYC se observa que en
realidad corresponden a especies distintas.

Caracteres
morfoldgicos Blast Bold
LCT 207 |2 niloticus [0 nilaticus 0 aurevs
LCT 218 | niloticus [ niloticus 0 aureus
(CT 28 |2 niloticus [0 nilatizus 0 aurevs
LCT_282 |0 mossambicus | | I vrolepis/0. aureus I aureus
LCT_221 |0 niloticus I niloticus {1 aureus
ICT_228 |0 mossambicus | |0 niloticus 0 aureus
LCT_220 ) 0. niloticus 0. nilaticus 0 aureus
LCT_228 |0 mossambicus | |0 vrolepis {0 urolepis
LCT_263 | [ mossambicus | |0 vrolepis {1 urolepis
LCT_284 |0 mossambicus | | 0. aurevs/l. mossambicus| | 0. mossambicus
LCT 818 |7, reticufata Poecilia sp. P mexicana
Ler an |P reticulata FPoecilia sp. P mexicana
LCT 918 |F reticulata Poecilia sp. P mexicana
[ LCT 820 |#. reticulata Poecilia sp. E mexicana
"oz LCT A8 £ reticulata Fozcilia sp. E mexicana

Figura 1. Comparacién entre los resultados de la identificacién usando caracteres morfoléogicos, las de ADN
barcode (usando bases de datos de Blast y Bold) y el arbol filogenético usando GMYC. En fondo de colores
se muestran los nodos en los que se establece un consenso de identificacién ya sea por ser reconocida como
pertenecientes a determinada especie por su morfologia o por las bases de datos.
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Tabla 2. Especies de peces invasores identificadas segin consenso

Orden Familia Género Nombre cientifico = Nombre comin
Cichliformes Cichlidae Oreochromis 0. mossambicus Tilapia

0. niloticus Tilapia nilética

0. urolepis Tilapia
Cyprinodontiformes  Poeciliidae Poecilia P. reticulata Pipona, millonario, gupi

Con fondo de colores se muestran los nodos
en los que se establece un consenso de
identificacion ya sea por ser reconocida
como pertenecientes a determinada especie
por sumorfologia o por las bases de datos. En
el caso de los nodos LCT_262 y LCT_228, no
se alcanz6 un consenso, sin embargo debido
a su ubicacion en el arbol filogenético, lo mas
probable es que pertenezca al clado O.
niloticus.

En el caso del clado que fue identificado
como P. reticulata por sus caracteres
morfolégicos, no se encontr6 suficiente
informacion en las bases de datos como para
justificar su asignaciéon a P. mexicana.

En el consenso logrado entre la identificacion
morfolodgica, y la de ADN barcode utilizando
como bases de datos (Blast y Bold), asi como
con los arboles filogenéticos de NJ, ABGD y
GMYC, se obtuvo que las especies de peces
invasores identificadas en esta investigacion
fueron, las que se muestran en la tabla 2.
Laidentificacion de peces invasores del man-
glar de Tumbes, difirié parcialmente entre la
obtenida por la observacion de caracteres
morfologicos y aquella obtenida mediante
ADN barcode (usando las bases de datos
Blast y Bold, complementadas con los arbo-
les filogenéticos construidos con los métodos
NJ, ABGD y GMYC), esta situacion ha sido ob-
servada en peces y otros grupos zooldgicos
(vValderrama-Aravena et al., 2014; Azmir
etal.,, 2017; Hulley et al., 2018).

La técnica de ADN barcode permitio
confirmar la identidad de algunos
ejemplares; como se pudo determinar a
través de la identificacion en las bases de
datos de Bold y Blast, asi como en su posicién
dentro de determinados clados en los
arboles filogenéticos (NJ, ABGD, GMYC). Los
clados sefialados mostraron una divergencia
genética intraclado menor al 1%, e
interclado mayor al 2%, lo cual es un
indicador de un adecuado nivel de
separacién genética que permite establecer a
los mismos como especies distintas, criterio

que ha sido empleado por Zhang y Hanner
(2011).

En esta investigacion, el ADN barcode mostro
ser util para identificar especies de peces del
manglar, hecho que es respaldado por Zhang
y Hanner (2011), quienes sefialan, que la
identificacion mediante ADN barcode
(usando un fragmento del gen COI), es una
herramienta adecuada para lograr una
identificacion confiable de especies de peces,
por lo que algunos ictidlogos han propuesto
la inclusién del ADN barcode como parte de
la descripcién formal de cada especie.

Las especies de peces invasores de los
géneros Oreochromis y Poecilia, encontrados
en el manglar de Tumbes, han sido
reportadas en otros manglares del mundo,
como por ejemplo Poecilia en manglares de
Florida, México y Costa Rica (Pimiento et al.,
2015; Chavez-Lopez y Rocha-Ramirez,
2018; Global Invasive Species Database,
2019); Oreochromis en manglares de
Estados Unidos, México, Cuba, Costa Rica y
Colombia (Schiittler, 2009; Lowe et al.,
2012). Especies de dichos géneros también
han sido reportadas para los manglares del
Pert como el de San Pedro de Vice
(Barrionuevo y Marcial, 2006) y el manglar
de Tumbes (Luque, 2008), cabe mencionar
que estos dos ultimos estudios utilizaron
sélo identificaciéon morfolégica mediante la
cual reportaron solo las especies 0. niloticus
y P. reticulata, no reportando otras especies
como O. mossambicus y O. urolepis.

La presencia de la especie invasora O.
mossambicus en el manglar de Tumbes es
preocupante, dado que la misma esta
incluida en la lista de las 100 especies
invasoras mas dafiinas de Europa y del
mundo (Lowe et al., 2004; Nentwig et al.,
2018b); de igual manera es preocupante la
presencia de P. reticulata la que si bien no ha
sido incluida entre las 100 especies
invasoras mas dailiinas del mundo, si ha sido
incluida entre las 100 mas dafiinas en Europa
(Nentwig et al., 2018b).
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Conclusiones

Mediante la técnica de ADN barcode se logré
confirmar la identificacién a nivel de especie
de ejemplares de peces invasores en el
manglar de Tumbes, encontrandose

ejemplares de tilapias de las especies
Oreochromis niloticus, 0. mossambicus y O.
urolepis, asi como de pipona (Poecilia
reticulata).
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