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RESUMEN

Uno de los principales objetivos del manejo de las pesquerias es garantizar la
sostenibilidad de las poblaciones comerciales de peces. La reduccion de estas
poblaciones trae consigo diferenciacién genética entre las mismas, cambios en
el ecosistema y pone en riesgo la seguridad alimenticia. Dentro de las especies
de atin mas comercializadas esta el atun aleta amarilla Thunnus albacares. Uno
de los paises en desarrollo que realiza practicas pesqueras tanto para sustento
como para exportacion es Ecuador, siendo el octavo pais del mundo con mayor
captura de atun. El objetivo de esta investigacion fue conocer la diversidad
genética, ecologia tréfica y la contaminacion por mercurio de las poblaciones del
atun aleta amarilla, en base a una muestra de individuos capturados
artesanalmente en la Reserva Marina de Galapagos y en el continente
ecuatoriano durante los meses de julio y agosto de 2015 y enero y febrero de
2016. Las herramientas utilizadas para fueron 11 loci microsatélites, isotopos
estables de Carbono y Nitrégeno y trazas de Mercurio. En la parte genética se
analizé un total de 109 (76 y 33 respectivamente) individuos pescados por la flota
atunera artesanal de la RMG y el continente ecuatoriano. Se encontré que existe
una sola poblacion de atun aleta amarilla entre la RMG y el continente
ecuatoriano. La poblacion present6 una pérdida de heterocigotos. Por otra parte,
los is6topos estables de Carbono sugieren que los individuos juveniles y adultos
tienen diferentes areas de forrajeo. Las concentraciones de Nitrégeno sugieren
una diferencia entre las cadenas troficas de Galapagos y el continente
ecuatoriano. Se encontré que el 8% de los atunes analizados en este estudio
estaban por encima de los niveles tolerables de Mercurio establecidos por la
FAO. Los resultados obtenidos en el presente estudio pueden ayudar a iniciar un
nuevo planteamiento de politicas de manejo de la pesca de atin aleta amarillo
en el Ecuador.

Palabras clave: Thunnus albacares, diversidad genética, ecologia tréfica,
pesquerias, isétopos estables.



ABSTRACT

One of the main objectives of fisheries management is to ensure the sustainability
of commercial fish populations. The reduction of these populations causes
genetic differentiation between them, changes in the ecosystem and threatens
local food security. Yellowfin tuna, Thunnus albacares, is among the most traded
species of tuna. One of the developing countries that resorts to fishing practices
for both sustenance and export is Ecuador, being the eighth country of the world
with the largest tuna catch. The objective of this research was to determine the
genetic diversity, trophic ecology and mercury contamination of stocks of
yellowfin tuna, based on samples from individuals caught by artisan fisheries in
the Galapagos Marine Reserve and the Ecuadorian mainland during the months
of July and August 2015 and January and February 2016. Analyses with 11
microsatellite loci, stable isotopes of carbon and nitrogen, and trace amounts of
mercury were conducted. The genetics of a total of 109 (76 and 33 respectively)
individuals from the RMG and the Ecuadorian mainland were analysed. The
results suggest there is one single stock of yellowfin tuna between RMG and the
Ecuadorian mainland. The population showed a loss of heterozygotes. Moreover,
carbon stable isotopes suggest that juvenile and adult individuals have different
foraging areas. Nitrogen concentrations suggest a difference between food
chains in Galapagos and Ecuadorian mainland. Mercury concentrations in 8% of
the tuna analyzed in this study were above tolerable levels established by the
FAO. The results obtained in this study may help initiate a new approach to
management policies of yellowfin tuna fisheries in Ecuador.

Keywords: Thunnus albacares, genetic diversity, trophic ecology, fisheries,
stable isotopes.
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1. Introduccién

1.1 Pesquerias

Las pesquerias juegan un importante papel en el mundo, cerca de 3 billones de
personas tienen al pescado como su recurso proteico (FAO 2014),
considerandolo saludable debido a sus proteinas, varias vitaminas, minerales,
omega 3, entre otros (Mora et al. 2009, Bosch et al. 2016). Las demandas de
pescado para satisfacer a la poblacion son muy grades y son asumidas
principalmente por los paises en desarrollo que deben exportar su pesca a
paises como Estados Unidos, China o Japon (Pauly and Zeller 2016). EI nimero
de personas que viven de extraer este recurso marino equivalen
aproximadamente al 12% de la poblacion mundial. Esto ocurre por el caracter
auto-renovable que tienen las pesquerias, es decir que, si las pesquerias son
gestionadas correctamente, la extraccion de los recursos pesqueros puede ser
practicamente ilimitada y por lo que un gran nimero de personas pueden vivir de

estas practicas (Cadima 2003).

La unidad biologica en la que se basa el manejo de pesquerias es el stock
(Hawkins et al. 2016). El concepto de stock ha sido bastante discutido. Para
algunos autores, un stock se define por las caracteristicas de una poblacién a la
que se la considera como una unidad homogénea, teniendo en cuenta multiples
aspectos de su historia de vida y biologia (Begg et al. 1999). En otro contexto se
entiende por stock a una unidad biologica de individuos de la misma especie que
tienen una integridad temporal, espacial y realizan sus apareamientos al azar
(Ward 2000). No obstante, la mayoria de planes de manejo se refieren a stock
como una poblacion que habita un area especifica en un tiempo determinado

(Lalkre et al. 2005, Ward 2000). Esto concepto facilita las politicas de manejo,
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sin embargo, generalmente no representa la estructura de una poblacién
(Carvalho and Hauser 1995). Existen diferentes métodos para evaluar un stock,
algunos se basan en morfologia, otros en areas de desove, marcaje satelital,
microquimica y genética. Aunque muchos de éstos pueden ser usados, las
herramientas genéticas son méas sensibles y fiables al momento de evaluar el

estado de un stock (Kunal et al. 2013, Grewe et al. 2015).

1.2 Sobreexplotacién

Capturar mas peces de lo que la poblacion puede reemplazar mediante
reproduccion natural se conoce como sobrepesca (Murawski 2000). Esta
extraccion excesiva, trae consigo grandes amenazas tanto para el ecosistema
marino como para las personas que viven de su explotacion. El ecosistema
marino se va a ver afectado por futuras extinciones que provocarian reduccion
de la biodiversidad. La eliminacion de especies de un ecosistema por la
sobreexplotacién puede ocasionar eutrofizacion, picos de enfermedades e
invasion de especies introducidas. Asi mismo el combustible usado por las
embarcaciones pesqueras, los artes de pesca extraviados durante cada faena y
los diferentes desechos productos de la pesca producen contaminacion y
destruccion fisica de los hébitats (Jackson et al. 2001). Por su parte, la economia
mundial se afecta de gran manera, pues sin un océano saludable es imposible

obtener recursos pesqueros (Anticamara et al 2010, Coll et al. 2016).

Uno de los principales objetivos del manejo de las pesquerias es garantizar la
sostenibilidad de las poblaciones comerciales y evitar, por tanto, el agotamiento
de las mismas. Sin embargo, el colapso de muchas poblaciones de especies
comerciales en décadas pasadas y la poca recuperacion de las especies sobre

explotadas hacen que exista un cuestionamiento sobre, si las estrategias de
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manejo son suficientes y efectivas para realizar un uso sostenible de los recursos
marinos. Un requisito importante para el manejo sostenible es la unién entre los

procesos biologicos de cada especie y la accion de manejo (Reiss et al. 2009).

1.3 Familia Scombridae

Una de las familias de especies comerciales mayormente explotadas en el
mundo es la familia Scombridae (familia de los atunes) (Juan-Jorda et al. 2013).
Los atunes son predadores tope, oportunistas, epipelagicos, distribuidos en
aguas tropicales y sub tropicales en los océanos del mundo (Block et al. 2001).
Son los unicos teledsteos que han desarrollado mecanismos fisiol6gicos de
termorregulacion para mantener su musculatura mas caliente que el agua
circundante, esta adaptacion fisiolégica les permite nadar en aguas con bajas
temperaturas (Graham et al. 2007). Dentro de las especies de atun tropicales
econémicamente mas importantes se encuentran la albacora (Thunnus
alalunga), el atun aleta azul (Thunnus thynnus), el atin aleta amarilla (Thunnus
albacares), el atun patudo (Thunnus obesus) y el bonito (Katsuwonus pelamis).
Las especies son explotadas industrial y artesanalmente. Las toneladas de atun
capturadas en el mundo son controladas por: La Comision Internacional de
Conservacion de Atunes Atlantica (ICCAT), Comisiéon de Atan del Océano Indico
(I0TC), Comisién de Pesquerias del Océano Pacifico Central y Oeste (WCPFC)

y la Comisién Interamericana de Atun Tropical (IATTC).

Debido a la pesqueria, la biomasa de atunes de gran tamafio, es decir mayores
a 175 cm fork length (midiendo desde la punta del hocico hasta el centro de la
mitad de la cola) ha ido disminuyendo, al final de 1970 decrecio en un 40%, y la
actual biomasa de atunes mayores a 175 cm es menor del 17% (Sibert et al.

2006). El océano mayormente explotado por parte de flotas atuneras es el
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Pacifico (Olson et al. 2010), de donde se extrae aproximadamente el 70% del
total de atun que es capturado en el mundo (FAO 2014). En el ultimo reporte de
la FAO (2014), se registra un nuevo record en la captura de atin y especies
similares, llegando a mas de 7 millones de toneladas en el 2012. Sin embargo,
segun lo reportado por Zeller et al. (2015) las capturas oficiales registradas para
el Pacifico estan sub estimadas y el recurso puede estar disminuyendo mas

rapidamente.

1.4 Atan aleta amarilla (Thunnus albacares)

Dentro de las especies de atiun mas comercializadas esta el atin aleta amarilla
Thunnus albacares. Esta especie se encuentra cerca de ser catalogada como
una especie amenazada segun la UICN (2011). Este pez ha sido reportado en
profundidades desde 1 metro hasta 250 metros (Juan-Jorda et al. 2013), su talla
de madurez sexual varia entre 85 y 108 centimetros (ISSF 2016), y la mayor
longitud encontrada en esta especie es de 239 cm (FishBase 2016). Segun Zhu
et al. (2011), un atin aleta amarilla de 100 cm (FL) tiene aproximadamente 2
afios de edad. El atun aleta amarilla generalmente se asocia con delfines y
objetos flotantes (Dagorn et al. 2007, FishBase 2016). Esta especie ha mostrado
una preferencia por zonas de agua temperada cercanas a los 25 grados Celsius,
por aguas de baja salinidad y ambientes con baja cantidad de oxigeno
(Arrizabalaga et al. 2015). Muchos estudios realizados sugieren que el atun aleta
amarilla tiene movimientos restringidos, es muy regional y tiene bajas tasas de
dispersién (Silbert and Hampton 2003, Graham et al. 2010, Schaefer et al. 2007,
Block etal. 2011, Schaefer et al. 2011, Schaefer et al. 2014, Hoolihan et al. 2014).
El atin aleta amarilla suele ser muy abundante en regiones cercanas a islas e

islotes en donde hay gran abundancia de alimento, asi como también suele ser
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muy abundante en las regiones este y oeste del Océano Pacifico, debido a la
alta y estable productividad primaria que se da en esta region (Shaefer et al.
2007, Schaefer et al. 2011, Schaefer et al. 2014). En el dltimo reporte de pesca
de atin en el mundo realizado por The Pew Charitable Trusts (2016), se
reportaron 1.37 millones de toneladas métricas de atun aleta amarilla pescadas

en 2014.

1.5 Pesquerias en Ecuador

Uno de los paises en desarrollo que realiza practicas pesqueras tanto para
sustento como para exportacion es Ecuador (Galland et al. 2016). La pesqueria
realizada es tanto industrial como artesanal. La pesqueria artesanal ha sido el
sustento de muchas familias a lo largo del tiempo y actualmente es importante
en la economia ecuatoriana porque representa la mayor cantidad de empleos de
produccién alimenticia del pais (Martinez — Ortiz et al. 2015). De acuerdo con el
censo de pescadores artesanales realizado por la Subsecretaria de Recursos
Pesqueros (2016) en 6 provincias costeras (Esmeraldas, Manabi, Santa Elena,
Guayas, El Oro y los Rios) hay 47 975 embarcaciones pesqueras operando en
Ecuador, de las cuales 30 810 corresponden a embarcaciones dedicadas a la
pesca artesanal y existe un total de 59 616 personas que realizan actividades
relacionadas a este tipo de pesca. Galdpagos por su parte cuenta con 308
pescadores artesanales activos, un total de 94 embarcaciones de pesca activas,
dedicadas a la pesca de altura que captura principalmente atin aleta amarilla

(73.8%) (DPNG 2015).

Segun lo reportado por Martinez — Ortiz et al. (2015), se estima que el mercado
de productos provenientes de la pesca artesanal genera 200 millones de délares

por afio en Ecuador. Las embarcaciones artesanales usadas para capturar
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especies pelagicas son fibras de vidrio que varian entre 10 y 12 metros de
longitud, que operan aproximadamente de 2 a 4 dias seguidos, a una distancia
de 40 a 200 millas nauticas de las costas de Ecuador y Galdpagos. La pesca
realizada por estas embarcaciones no es documentada (Martinez — Ortiz et al.
2015). Los artes de pesca artesanal utilizados son el palangre que es una linea
con un numero de anzuelos que puede variar y el trasmallo que es una red de
aproximadamente 1500 metros de largo por 8 metros de ancho. El arte de pesca
varia dependiendo de las especies que se quiere capturar. En la region
continental estan permitidos todos los artes de pesca, sin embargo, en la
Reserva Marina de Galapagos (RMG) solo se permite pescar con anzuelo

(DPNG 2015).

En el dltimo reporte de pesca de atun en el mundo realizado por The Pew
Charitable Trusts (2016), Ecuador es el octavo pais con mayor namero de
toneladas métricas de atun pescadas. Este porcentaje corresponde solamente a
redes de cerco industriales ya que la pesca artesanal no es considerada como
representativa (Martinez — Ortiz et al. 2015). El Instituto Nacional de Pesca
Ecuatoriana, report6 un total de 18 362 toneladas métricas de atun aleta amarilla
capturado durante el afio 2015 entre la costa ecuatoriana y la RMG, siendo la
segunda especie de atin mas capturada y con un incremento de mas de 3 000

toneladas entre 2014 y 2015.

1.6 Diversidad genética

Existen varias escalas para medir la biodiversidad biolégica de un area
geografica. Una de estas escalas es la diversidad genética, que se refiere a la
variedad alélica y genotipica dentro de una poblacion y entre poblaciones de una

especie. La diversidad genética determina el potencial ecologico y evolutivo de
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una especie (Féral 2002). La variabilidad genética se puede ver de dos maneras,
como diversidad alélica y como heterocigosidad (Ferguson et al. 1995). Sobre
esta variabilidad actian fuerzas selectivas como la migracion, deriva genética y

seleccion (Hughes et al. 2008).

Los marcadores moleculares son una gran herramienta para analizar la
variabilidad genética. Son fragmentos de ADN, genes o proteinas que permiten
distinguir individuos, poblaciones o especies (DeSalle and Amato 2004). Muchos
de estos marcadores se fundamentan en la técnica de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), que es el proceso mediante el cual es posible sintetizar
miles de copias de un segmento de ADN utilizando secuencias especificas de
ADN (primers) complementarias a las secuencias de ADN del marcador (Féral
2002). Como ejemplos de marcadores moleculares estan: los RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), AFLP (Sequenced Characterized Amplified
Region), RAPD Random (Amplified Polymorphic ADN), los minisatélites, y
microsatélites. Uno de los mas usados actualmente son los microsatélites, que
son repeticiones en tAndem de 2 a 10 pares de bases, codominantes (detectan
tanto homocigotos como heterocigotos), altamente variables y cuya variacion

puede ser analizada como polimorfismos (Féral 2002).

Los microsatélites han sido utilizados para determinar la estructura de una
poblacién o stock de peces, entendiendo como estructura, diferencias en las
frecuencias alélicas entre las poblaciones de una misma especie (Hellberg et al.
2002). Para peces ubicados en un area geografica determinada pueden existir
tres tipos de estructuras poblacionales posibles: poblaciones distintas,
poblaciones en continuo cambio y poblaciones no diferenciadas. Las

poblaciones distintas presentan una pequefia migracion entre poblaciones
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locales generando una divergencia genética entre areas geograficas. Las
poblaciones en continuo cambio presentan una variacién genética continua en el
espacio mediada por migracidbn entre poblaciones locales cercanas. Las
poblaciones no diferenciadas se refieren a un grupo homogéneo que ocupa una
gran region geogréfica. El intercambio genético entre los individuos de diferentes
areas geograficas, es usualmente medido por el nUmero de migrantes que se
mueven entre poblaciones y entre la poblacion reproductora de cada generacion.
El flujo genético es estimado de la proporcién de la variacién genética que se
estructura geograficamente (Fst) generando diferenciacion. Por tanto, a mayor
namero de migrantes menor serd la variacion genética (Lalkre et al. 2005,

Palumbi 2003).

La explotacién de un stock en determinada area geografica puede traer cambios
en las frecuencias alélicas, que podrian generar dos o mas poblaciones
genéticamente diferentes a futuro. Evaluar el estado de un stock que es
explotado brinda informacion real para ser implementada en planes de manejo

evitando asi que las especies se extingan (Begg et al. 1999, Kunal et al. 2013).

La poblacién de atun aleta amarilla ha sido evaluada entre y dentro de los
océanos con el objetivo de determinar si existe una o varias poblaciones de la
especie. Dentro de los estudios que se han realizado, Ely et al. (2005)
encontraron pequefios niveles de diferenciacion genética entre los océanos
Atlantico y Pacifico; Wu et al. (2010) no encontraron diferenciacion genética entre
las regiones occidental y central del Pacifico; Appleyard et al. (2001) usando
microsatélites encontraron una heterogeneidad limitada en el océano Pacifico
occidental; Aguila et al. (2015) encontraron que existen diferencias entre las

poblaciones de atun aleta amarilla de Filipinas y la regidén occidental y central del
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océano Pacifico; Grewe et al. (2015) encontraron diferencias discretas entre
poblaciones del océano Pacifico. Estos estudios sugieren mas de una poblacién
de atun aleta amarilla hipétesis de poblacién panmictica de atin aleta amarilla.
Sin embargo, el ultimo reporte presentado por la Comision Inter-Americana de
Atun Tropical (CIAT) en el afio 2015, realiza sus estimaciones todavia asumiendo
una sola poblacion dentro del océano Pacifico Este. Estas presunciones
incorrectas pueden traer consecuencias en el manejo y la conservacion de las
poblaciones de atun aleta amarilla, convirtiéndose esto en una posible amenaza.
Por lo que conocer el estado de la poblacién de atun de aleta amarilla de un pais
cuya economia depende en gran parte de las pesquerias, es de gran utilidad

para poder conservar este servicio ecosistémico.

1.7 Ecologia tréfica

La caracterizacion espacial y temporal de los componentes de las cadenas
troficas es importante para el manejo, conservacion de los recursos marinos, y
para entender como se encuentra la salud y productividad de las poblaciones,

comunidades y ecosistemas (Das et al. 2000, Pethybridge et al. 2015).

La distribucion de la presa refleja cual es la distribucion de un depredador y
define algunos habitats en donde las presas y el depredador han de concurrir. A
su vez la abundancia de la presa esta relacionada con la abundancia de un
depredador (MacLeod et al. 2003). A lo largo del tiempo se han desarrollado
meétodos para el estudio de la dieta de los animales. Estas herramientas han
permitido a los ecologos conocer de qué se alimentan muchos organismos. Sin
embargo, aun existen ciertos vacios de informacion ya que los métodos mas
tradicionales no han permitido el estudio de depredadores rapidos o

depredadores que viven en ecosistemas en donde no es facil documentar estos



21

comportamientos. Los métodos tradicionales més utilizados para determinar la
dieta de los organismos han sido el analisis de contenidos estomacales y el
andlisis de heces fecales de los diferentes integrantes de las redes tréficas. Por
su parte el andlisis de contenidos estomacales de un individuo solo refleja los
alimentos que ha consumido en las ultimas horas y hay una gran variedad de
especies generalistas cuya dieta no podria ser caracterizada con esta
herramienta. El andlisis de heces fecales presenta vacios de informacién pues
no todas las presas son igual de digeribles, y no todos los organismos son faciles

de seguir o encontrar para colectar muestras de heces (Hooker et al. 2001).

Actualmente mediante firmas de is6topos estables es posible conocer la ecologia
trofica de los organismos de una manera mas completa (Kelly 2000), ya que los
isétopos se encuentran de forma natural en todos los ecosistemas y en los tejidos
de todos los organismos (Dehn et al. 2006). El analisis isotépico funciona como
‘memoria” de moléculas bidticas y abidticas, lo que ha permitido reconstruir
procesos ecolégicos desde décadas atras (West et al. 2006). Mientras un analisis
de contenido estomacal o de heces fecales podrian mostrar el alimento de un
animal durante las ultimas horas, el analisis de is6topos estables permite conocer
el nivel trofico de un animal y el area de productividad en donde se alimenta. De
existir muestras de las posibles presas que consume también es posible
determinar especificamente el tipo de dieta mediante comparacién de los valores
isotdpicos entre depredador y presa. Los is6topos estables en un organismo son

Gtiles para determinar patrones de migracion (Guerrero and Berlanga 2010).

Los isotopos estables mas utilizados al estudiar cadenas tréficas e interacciones
de depredador presa son los isétopos de Carbono y Nitrégeno (Dehn et al. 2006).

Cada tejido discrimina los isotopos de carbono y nitrégeno de manera diferente
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de acuerdo a la tasa de remplazo y la tasa metabdlica, por ejemplo, las tasas de
remplazo de la piel son mas rapidas que las de los dientes (Walker and Macko
1999, Davenport and Bax 2002, Borrell et al. 2012). El nitrbgeno es un recurso
en la dieta obtenido de proteinas, en el océano abierto se incorpora al
fitoplancton mediante la desnitrificacion y la fijacion de nitrato, amonio y N2
(Graham et al. 2010). La diferencia en la cantidad de nitrégeno permite reconocer
los diferentes niveles de la red trofica. El incremento generalmente es entre 2 %o
y 5%o0 por cada nivel trofico (Fry and Sheer 1989), sin embargo, la cantidad de
nitrégeno encontrada en los diferentes tejidos también esté relacionada con la
region geografica en donde habita (Graham et al. 2010). Los depredadores
pelagicos estan influenciados por cambios en el micronecton de sus recursos
alimenticios, los cuales son influenciados por el cambio climatico. Asi mismo el
micronecton es influenciado por sus predadores dentro de los que se encuentran

los atunes, los cuales son impactados por las pesquerias (Young et al. 20115).

Por otra parte, la composicion isotépica de carbono en los tejidos de un animal
se debe al consumo de proteinas, lipidos y carbohidratos en su dieta. El carbono
tiene un incremento de aproximadamente 1 %o por cada nivel tréfico y se usa
para determinar el area de productividad en donde se alimenta un individuo, si
se encuentra cerca o lejos de la costa o si su zona de forrajeo es béntica o
pelagica (Walker et al. 1999). Los valores altos de carbono estan asociados a
zonas de alta productividad primaria mientras los valores bajos a zonas de lenta
productividad (Davenport and Bax 2002, Cherel and Hobson 2007). En las
diferentes regiones del ecosistema marino el habitat de pastos marinos contiene
la mayor parte de carbono mientras que el océano abierto posee la menor parte

(Graham et al. 2010).
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Los is6topos estables son medidos en proporciones del isétopo mas pesado en
relacion al mas liviano, los resultados se expresan en partes por mil y la formula
que se utiliza para estimar las proporciones es (Fry and Sherr 1989, Das et al.

2000):
0= (Rmuestra/ Restandar — 1) * 1000

En donde Rmuestra €S la proporcion entre el isétopo mas pesado sobre el mas
liviano (e.g., ®N/ 1*N) y Restandar €S Una medida establecida internacionalmente
(Das et al. 2003). Sin embargo, la composicion isotdpica de un animal no es
exactamente igual a la composicion de lo que ha ingerido ya que existe
disociacion de estas moléculas (Lesage et al. 2010). A esta disociacion se
conoce como fraccionamiento isotopico. El fraccionamiento isotopico se describe
como: Ab XA-B = db XA — & XB. Esta ecuacion denota la diferencia isotopica
entre el consumidor (A) y su dieta (B). Ya que el consumidor esta enriquecido
mucho mas con respecto a su dieta, los valores de Ab XA-B son positivos (Post
2002). Segun Newsome et al. (2010) para interpretar las diferencias isotopicas
entre los diferentes tejidos de un animal es necesario tener en cuenta tres
fuentes de variacion isotépica: (1) la composicion isotopica de las entradas
alimenticias de cada organismo, (2) comprender los fraccionamientos isotopicos
gue ocurren entre las fuentes de alimentacion y los tejidos de los animales y (3)
la comprensién del tiempo necesario para que un valor isotépico se refleje en un

tejido.

Las medidas isotdpicas en depredadores tope que se encuentran distribuidos en
la region tropical proveen indicadores de la salud del ecosistema y de la energia
gue se esta transfiriendo a lo largo de la cadena tréfica (Pethybridge et al. 2015).

Determinar los cambios en la estructura trofica es una herramienta que permite
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conocer los impactos de practicas como la pesqueria (Essington et al. 2002,
Richert et al. 2015), debido a la eliminacién de individuos de los diferentes
estados reproductivos de las poblaciones comerciales (Enriquez- Andrade and

Vaca- Rodriguez 2004, Popp et al. 2007).

1.8 Contaminacion por mercurio

La carne de pescado es consumida por una gran parte de la poblacion mundial
y es considerada una fuente de nutricion que trae beneficios para la salud. Dentro
de los que se encuentran beneficios cardiovasculares (Gribble et al. 2016). Sin
embargo, esta carne también puede traer riesgos para las personas, pues en los
peces y la comida de mar en general se encuentran grandes acumulaciones de
metales pesados entre estos el Mercurio (Crump and Trudeau 2009, Bosch et al.

2015, Bosch et al. 2016).

El Mercurio (Hg) es un metal liquido a temperatura ambiente y puede presentarse
en diferentes formas quimicas y compuestos (Bosch et al. 2015). Dentro de los
eventos naturales que aportan con concentraciones de Mercurio al ambiente se
encuentran la quema de bosques, las erupciones volcénicas, desgasificacion de
los suelos, entre otras. Sin embargo, dos tercios del Mercurio presente en la
atmosfera y ambientes acuéticos es de origen antropogénico (Morel et al. 1998,
Kojadinovic et al. 2006). Dentro de las industrias que utilizan Mercurio se
encuentran la manufactura del plastico, soda caustica, cloro entre otros. Asi
mismo la quema de combustibles fosiles, fundicion de metales, incineracion de
basura y fungicidas a base Mercurio también son importantes en el incremento
de Mercurio en el medio ambiente (Crump and Trudeau 2009, Guynup and

Safina 2012).
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El Mercurio se encuentra en el ambiente de forma organica e inorganica (Guynup
and Safina 2012). La forma organica son el Metilmercurio (MeHg) y Etil Mercurio
y son consideradas toxicas para los organismos ya que son mas estables y se
pueden acumular de manera mas facil en los tejidos de los peces. ElI Mercurio
inorganico no es considerado toxico, debido a que se acumula en los tejidos en
menores cantidades y ademas tiene una alta tasa de excrecién (Morel et al.
1998, Guynup and Safina 2012). El Mercurio es soluble en cuerpos de agua y es
un elemento volatil (Perugini et al. 2009, Jinadasa et al. 2014) por lo que, las
bacterias en ecosistemas acuaticos se encargan de Metilar el Mercurio y
convertirlo en formas toxicas como Metilmercurio (Morel et al. 1998). El
Metilmercurio es la forma quimica mas absorbida dentro de la cadena trofica
(Bosch et al. 2015, Beldowka and Falkowska 2016); este compuesto se une a
proteinas y aminoécidos de los tejidos musculares y no son removidos por

ningun tipo de coccion o proceso de limpieza.

El Mercurio tiene las propiedades de bioacumulacién y biomagnificacién. Se
acumula en los tejidos de los organismos y lo hace de forma progresiva en los
diferentes niveles troficos, esto se relaciona con el coeficiente de concentracion
entre los tejidos de un predador en comparacién con los de su presa (PNUMA
2005). En el ecosistema marino el Mercurio se distribuye a lo largo de la cadena
trofica de la siguiente manera: ecosistema acuoso 5%, en fitoplancton 15%,
zooplancton 30% y mas del 90% en peces (Watras and Bloom 1992). Debido a
la propiedad de transferencia tréfica del Mercurio o biomagnificacion en cada uno
de los niveles tréficos, los organismos que estan en altas posiciones troficas
como los predadores tope son susceptibles de contener altas concentraciones

de Mercurio (Kojadinovic et al. 2006, Chen et al. 2008, Onsanit et al. 2012,
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Beldowka and Falkowska 2016). El contenido de Mercurio también puede variar
dependiendo de factores como la especie del pez, el tamafio, la posicion tréfica,

el habitat y la localidad en donde se encuentra (Ordiano-Flores et al. 2011).

La presencia de metales en ecosistemas acuaticos trae consigo problemas tanto
para los organismos que se encuentran alli como para los humanos que los
consumen (Kojadinovic et al. 2006, Araujo and Cedefio-Macias 2016). Los peces
pueden tener efectos adversos en su crecimiento y sobrevivencia cuando se
exponen a altos niveles de mercurio. Los peces piscivoros tienen un riesgo
elevado por estar expuestos a gran toxicidad. Los efectos fisioldgicos que puede
causar el metilmercurio son, alteracibn en ciclo reproductivo, problemas
comportamentales, inmunolégicos y neuroquimicos, dafios en los
neurotransmisores entre otros (Scheuhammer et al. 2007, Crump and Trudeau
2009). Las personas que consumen pescado extraido del mar, pueden tener
efectos neuroldgicos y de desarrollo en el caso de los fetos. Cerca del 95% del
metilmercurio ingerido es absorbido por el tracto intestinal después del consumo
y es distribuido a todos los tejidos. El metilmercurio tiene la capacidad de
atravesar de manera rapida la placenta y la barrera hematoencefalica, y a su vez
es un compuesto neurotdéxico que puede afectar el cerebro (PNUMA 2005,
Mergler et al. 2007, Crump and Trudeau 2009, Guynup and Safina 2012,
Tchounwou et al. 2012, Bosch et al. 2015, Gribble et al. 2016). Sur América,
Africa y algunas partes de Asia son responsables de una proporcion significativa
de emisiones de mercurio de uso intencional y desperdicio de productos. Una de
las primeras enfermedades ocasionadas por la intoxicacién con mercurio fue la
enfermedad de Minamata, en la ciudad de Minamata, Japdén. Fue consecuencia

de la descarga de contaminantes provenientes de una planta industrial al agua.
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Durante el inicio de la enfermedad la gente empez6 a observar los peces
flotando, las aves caerse mientras volaban y la muerte de muchos gatos,
posteriormente se presentaron casos clinicos y después de los respectivos
andlisis determinaron que esta enfermedad con consecuencias sensoriales,

ataxia, constriccion visual, problemas auditiva entre otras (Harada 1995).

Algunas organizaciones alrededor del mundo, como la World Health
Organization (WHO), Food and Agriculture Organization (FAO), Environmental
Protection Agency (EPA), Food and Drugs Administration (FDA) entre otras, han
determinado niveles de mercurio para el consumo humano. Basados en esta
informacion, muchos paises establecen niveles de consumo para resguardar la

salud de las personas.

Las regulaciones para la proteccion de la salud humana estan en un rango de
0.3 a 1 mg/Kg (ppm) medidas en peso humedo, siendo el masculo de los peces

los tejidos con la mayor concentracién de metilmercurio (McKinney et al. 2016).



28

2. Justificacion

Los cambios en la diversidad de especies marinas provocados por la
explotacion, la contaminacion y destruccion de habitats alteran la dinamica de
los ecosistemas marinos, tienen consecuencias en la salud alimentaria de las
comunidades humanas y afectan la economia de las regiones que viven de la
explotacion de estos recursos (Anticamara et al. 2005, Pauly et al. 2003, Worm
et al. 2006). Las pesquerias contribuyen de gran manera a los cambios en el
ecosistema marino. Segun el ultimo reporte de la FAO (2014), el 28,8% de las
poblaciones de especies comerciales estan sobre explotadas y el 61,3% estan
plenamente explotadas. Worm et al. (2006) sugieren que aproximadamente en
el afio 2048 las especies comerciales pueden llegar a colapsar como resultado
de la sobre explotacion. A Pesar que estas cifras son de por si alarmantes,
Pauly y Zeller (2016) sugieren que estan subestimadas, lo que indica que las

poblaciones pueden estar mas afectadas de lo que se cree.

Las pesquerias funcionan como agentes de cambio en el ecosistema, pues
ofrecen la oportunidad de entender como interactian los procesos biolégicos y
ecoldgicos. Para conocer cuanto es posible pescar sin afectar las poblaciones
de peces comerciales, es necesario tener datos reales y actuales de las
poblaciones mas sensibles (Essington et al. 2002). Segun lo encontrado por
Juan-Jorda et al. (2015), las especies de gran tamafio son mas sensibles a la
extincion que las especies de menor tamafo. Por lo que es necesario unir
esfuerzos ecoldgicos, econdmicos, politicos y sociales para poder llegar a

realizar un correcto manejo de las pesquerias (Anticamara et al. 2010).

Los atunes son una de las especies pelagicas mayormente explotadas a nivel

mundial y existen evidencias que la actual captura excesiva de atin amenaza la
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industria atunera en el mundo (Kumar and Kocour 2015). Una de las especies
de atiin mayormente explotada es el atun aleta amarilla. Segun lo sugerido por
La Comision Inter Americana de Atan Tropical (2016), el stock de atun aleta
amarilla est4 cerca de superar el maximo sostenible en la region del Pacifico.
Este estudio contribuye al generar informacion del estado actual de la poblacion
0 poblaciones de atun aleta amarilla que se encuentran entre la RMG y el
continente ecuatoriano. De esta manera, aporta conocimientos biolégicos y
ecolégicos esenciales que de ser utilizados pueden contribuir a una correcta

explotacion de este servicio ecosistémico.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Conocer la diversidad genética, ecologia tréfica y la contaminacion por mercurio
de las poblaciones del atun aleta amarilla, en base a una muestra de individuos
capturados artesanalmente en la Reserva Marina de Galapagos y en el

continente ecuatoriano durante las épocas fria y caliente.

3.2 Objetivos Especificos

(1) Conocer la diversida genética de los individuos capturados artesanalmente
en la Reserva Marina de Galapagos y en el continente ecuatoriano en la época

fria (julio - agosto 2015).

(2) Establecer las posibles variaciones en la posicion tréfica como consecuencia
de fluctuaciones en la dieta resultante de los cambios oceanograficos temporales

y espaciales en las areas de alimentacion.

(3) Determinar los niveles de contaminacion por mercurio en los atunes
capturados artesanalmente en la Reserva Marina de Galapagos y frente a las

costas ecuatorianas.
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4. Area de estudio

Ecuador cuenta con 4525 km de costa entre el Pacifico Este y las Islas
Galapagos, y esta localizado en el océano mas dinamico del planeta (Martinez
— Ortiz et al. 2015). Esta region del Pacifico Este esta caracterizada por dos
épocas claramente diferenciadas, la época caliente (enero — abril) y la época fria

(julio-octubre).

Durante la época caliente el agua tiene temperaturas entre 25°C y 27°C y una
baja salinidad. También estd4 caracterizada por bajas concentraciones de
nutrientes. La corriente El Nifio es la responsable de la presencia de aguas
calientes alrededor del Ecuador. La época fria, esta determinada por el frente
ecuatorial, que es la caracteristica mas importante de esta época (Okuda et al.
1983). El Frente Ecuatorial es la zona transicional de encuentro entre aguas
superficiales y las aguas de la Corriente Costera Peruana (Corriente de Humbolt)
y se extiende desde el Sur del Ecuador hacia las Islas Galapagos (Okuda et al.
1983). La época fria es caracterizada por aguas frias entre 21°C y 23°C. A
diferencia de la época caliente en la época fria la salinidad y la concentracion de

nutrientes aumentan.

La RMG es uno de los archipiélagos mas diversos del mundo (Schaefer et al.
2008). Esta influenciado por la corriente fria peruana (Humbolt) desde el sur del
archipiélago y por la corriente caliente Ecuatorial desde el norte del archipiélago.
Debido e estas caracteristicas oceanograficas, los afloramientos de fitoplancton
son abundantes durante la época fria. Esto confiere le confiere al archipiélago
las caracteristicas de ser un ecosistema favorable para que habiten mas de 2900
especies de peces, invertebrados acuaticos y mamiferos marinos (Schiller et al.

2014).
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5. Materiales y métodos

5.1 Coleccién de muestras

La coleccion de muestras se realizo en la RMG y en el continente ecuatoriano.
En la RMG las muestras fueron obtenidas en dos puertos pesqueros, el puerto
de la Isla San Cristobal y el puerto de la Isla Santa Cruz. En el continente
ecuatoriano las muestras fueron tomadas en el puerto de Santa Rosa en la
provincia de Santa Elena. La colecta de muestras se realiz6 durante la época fria
de 2015 (julio y agosto) y la época caliente de 2016 (enero y febrero). Se obtuvo
un total de 104 muestras en Galdpagos y 46 muestras el continente durante la
época fria (2015) y un total de 139 en Galdpagos y 58 muestras en el continente

durante la época caliente (2016).

En la mayoria de los casos, el tejido seleccionado en cada individuo fue masculo
rojo. Sin embargo, debido al pequefio de tamafio de los animales en la regién
continental, los pescadores no permitieron extraer musculo del individuo por lo
que en estos casos se colectd aletas caudales. De cada individuo se tomaron
dos muestras de aproximadamente 2 gramos cada una, una muestra se
almacend en hielo a -20°C y la otra muestra se almacend en etanol al 99%.
Todas las muestras se refrigeraron a -20°C en tubos Eppendorf de 1.5 ml de

volumen.

De cada individuo muestreado se midié la longitud estandar, que va desde la
punta del hocico de pez hasta la mitad de la cola (Figura 1). De 213 individuos
se midié la longitud estandar. De 134 no se midi6 la longitud estandar, pues la
cabeza de estos individuos fue removida por los pescadores antes de llegar al

puerto de pesca, por lo que su tamafio estandar se predijo mediante una
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regresion lineal aplicada a 65 individuos en los que se midi6 tanto la longitud

estandar como la longitud sin cabeza.

Solo fueron medidos y muestreados los individuos de los cuales se tuvo una
coordenada aproximada del area de captura. La informacién georreferenciada
fue proporcionada por los pescadores de los diferentes puertos. Asi mismo solo
se colectaron atunes provenientes de la pesca artesanal, cuya faena se realiza
en fibras de vidrio de 10 a 12 metros de largo y que pescan dentro de un area de
200 millas nauticas del puerto pesquero, esto para asegurar que los atunes
provenian de dos lugares diferentes (dentro de aguas ecuatorianas continentales
y dentro de aguas ecuatorianas insulares), pues la mayoria de barcos atuneros
que llegan a la region continental traen atunes capturados a las afueras de la
RMG. Dentro de la RMG se capturaron atunes provenientes de 17 puntos
distintos y dentro de la costa ecuatoriana dentro de 5 puntos distintos (Figura 2).
Los artes de pesca artesanales utilizados para la captura de los atunes fueron
palangre o linea de anzuelos en la RMG y trasmallo o linea de anzuelos en el

continente.

5.2 Analisis de diversidad genética

Extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccion de ADN a partir del masculo y aleta de atun aleta amarilla se realizd
en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de
Quito. En primer lugar, se realizd extraccion de ADN, utilizando el protocolo del
kit de extraccibn QUIAGEN para 200 muestras, sin ninguna modificacién. Para
cuantificar y conocer la calidad del ADN extraido mediante espectrofotometria se

utilizé el NANODROP 2000 (ThermoScientific) y para determinar que el ADN no
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se encontrara fragmentado se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2%
tefiido con SYBRSAFE (Invitrogen). Dependiendo de los resultados obtenidos en
la cuantificacion el ADN se diluyé a una concentracion de 20 ng/ul para su

posterior uso en las reacciones de amplificacion por PCR.

Amplificacién por PCR

La seleccion de primers se realizdé en base a publicaciones cientificas de atin
aleta amarilla. Fueron seleccionados 12 loci microsatélites especificos para esta
especie. 11 de los primers utilizados para amplificar estos loci fueron disefiados
por Antoni et al. (2014) y el restante por Appleyard et al. (2001) (Tabla 1). Los
primers forward fueron marcados con fluoréforos azules y verdes (6-FAM Y HEX
respectivamente) en la cadena 5°. Los fluor6foros emiten diferentes sefiales que
son observadas como colores y son detectadas a diferente longitud de onda, por
lo que es posible marcar un primer con diferentes fluoréforos y de esta manera
poder leer varios loci en una sola reaccién (multiplex) (Vazquez and Morales
2013). Esto reduce el tiempo y el costo en las amplificaciones y secuenciaciones
posteriores. Utilizando el programa Primer 3.0, en base a las temperaturas de
annealing y al tamafio en pares de base se realizaron 4 multiplex. Cada reaccién
multiplex estaba conformado por 3 pares de primers de dos diferentes colores,
los primers que presentaban el mismo color generaban amplicones con

diferentes tamafios esperados.

Las reacciones PCR y condiciones de ciclado utilizadas fueron descritas por
Appleyard et al. (2001) con algunas modificaciones. Las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 20 pL y contenian 20 ng de ADN, Buffer de
PCR 1 X, MgCl2 1.5 mM, 0.8 uM de cada primer, 100 uM de dNTPs y 0.1 U de

Tag polimerasa platinum (INVITROGEN). EIl programa de ciclado consistio en
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una desnaturalizacion inicial a 93°C por 10 minutos seguida de 55°C por 15 seg,
34 ciclos de temperatura de annealing (promedio para cada multiplex) por 2 min,

93°C por 15 seg. El programa terminé con una extensiéon de 72°C por 10 min.

Para comprobar la amplificacion exitosa de los primers utilizados se realizé una
electroforesis en geles de agarosa al 2%, que corrié durante 45 minutos a 80
voltios. Se comprob6 ademas que los tamarfios de pares de base visualizados en
los geles de agarosa estuvieran dentro del rango del tamafio esperado descrito
por los respectivos autores. Los productos PCR obtenidos fueron enviados al
Smithsonian, para su secuenciacion. Esta secuenciacion se llevo a cabo en un

secuenciador automatico (ABI PRISM 310; Applied Biosystems).

Analisis de datos

Las secuencias de ADN obtenidas fueron analizadas en el programa
GENEMAPPER v. 3.0. de Applied Biosystems by Life Technologies. Este analisis
permiti6 conocer el tamafio y la cantidad de fragmentos de ADN amplificados.
Utilizando como referencia los tamafios esperados reportados por los autores
(Appleyard et al. 2001, Antoni et al. 2014) que disefiaron los primers, se

seleccionaron los picos que estuvieran dentro de este rango.

La matriz codominante resultante que contenia los alelos (tamafio en pares de
bases) encontrados en cada locus se realiz6 en Office Excel v. 2016. La
diversidad genética en los loci microsatélites fue cuantificada utilizando la
riqueza alélica; mediante el calculo del nimero de alelos por locus (N) y niumero
de alelos promedio por locus (Na), utilizando el programa ARLEQUIN v.3.5
(Excoffier and Lischer 2010). Con el mismo software se calculé Ila

heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) y rango del tamafio de los
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alelos, por cada locus. Para calcular si existieron diferencias significativas entre
la Ho y la He se utilizé la prueba estadistica t de student utilizando el programa

SPSSv. 22.

ARLEQUIN v. 3.5 fue usado también para conocer las desviaciones del equilibrio
de Hardy-Weinberg (H-W) y para el célculo de distancias genéticas (distancias
de Wright Fst) e indice de endogamia Fis. Para entender la variacion total entre
las poblaciones y entre los individuos se realiz6 un AMOVA utilizando el mismo

programa. La significancia estadistica fue inferida con un alfa de 0.05.

Para determinar si habia diferencias entre la estructura de las poblaciones
analizadas, se realiz6 un analisis de coordenadas principales (PCoA) de datos
multilocus entre las dos poblaciones en el software Darwin 6 (Perrier and
Jacquemoud 2006). Para inferir la estructura de las poblaciones se us6 un
modelo basado en estadistica bayesiana utilizando el programa STRUCTURE
v2.3.4 (Pritchard et al. 2000). Se seleccion6 un k de 5 (K=1 a K=5) y un total de
10 iteraciones. El modelo que se selecciono fue el de admixture con un alfa
inferida y frecuencias alélicas relacionadas en una lambda = 1. EIl maximo de
pasos de burning fue de 30000 y 100000 pasos de calculos Markov Chain Monte
Carlo (MCMC).

El K 6ptimo fue inferido usando el método de Evano (Evano et al. 2005)
empleando el programa Structure Harvester (Earl and vonHoldt, 2012). Para
encontrar el alineamiento 6ptimo de los clusteres obtenidos en STRUCTURE se
utilizé el programa CLUMPP v. 1.1.2 (Jakobsson and Rosenberg, 2007) y para
graficar el resultado fue usado el programa DISTRUCT v.1.1 visualizando el

cluster final con Adobe llustrator.
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5.3 Andlisis de ecologia trofica
Andlisis de is6topos estables

Las muestras de musculo utilizadas para el andlisis de is6topos estables fueron
en primer lugar liofilizadas en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola de la
Universidad San Francisco de Quito. En un liofilizador [IShin BioBase FREEZE

DRYER, modelo TDF5503, serie LE3001 a -60 °C y 60 mTorr.

Para el andlisis de is6topos estables se utilizd un peso entre 0.4 y 0.6 mg de
cada muestra. El primer paso fue la incineracion en un analizador de elementos
Costech ECS4010. Posteriormente las proporciones de isétopos estables de
Nitrégeno (5 °N) y Carbono (3 *3C) fueron analizados en un espectrometro de
masas Thermo Delta (IRMS) en el Centro de Ciencias Marinas en la Universidad
de Carolina del Norte en Wilmington. Los valores de Nitrégeno y Carbono fueron
normalizados utilizando materiales de referencia. El material de referencia fue
acido glutdmico empobrecido y enriquecido (USGS-40: & 13C = -26.4%o, & 1°N =
-4.5%0; USGS-41 & 13C = 37.6%0, d °N = 47.6%0). La precisién de la muestra,
basada en un muestreo repetido de los materiales de referencia fue 0.1%o y 0.2%o

para d 13C y & 1N respectivamente.

Las muestras de aletas en los analisis isotopicos no presentaron ninguna
dificultad pues en algunos estudios como el de Kelly et al. (2006) sugieren que
las aletas pueden usarse en lugar del musculo en los andlisis de isotopos

estables en peces.
Correccion de lipidos

Teniendo en cuenta que el d *C medido en las muestras no solo refleja la dieta

de un individuo, también refleja la composicion lipidica de cada tejido que difiere
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entre individuos, tejidos, y especies. Existen dos métodos para poder eliminar el
efecto de los lipidos sobre el carbono, el primero de ellos es la extraccién quimica
de lipidos y el segundo son correcciones matematicas. Sin embargo, remover
lipidos puede alterar de manera negativa los valores de nitrégeno (Sardenne et
al. 2015, Svensson et al. 2015, Skinner et al. 2015) y no es necesario remover
lipidos cuando se quiere analizar ecologia trofica (Richert et al. 2015). Las
correcciones matematicas permiten que las investigaciones disminuyan los
elevados costos de la extraccién de lipidos y asi mismo proporciona las ventajas
de la correccion de lipidos sobre los valores de carbono (Sardenne et al. 2015).
Por tanto, en este estudio se utilizé la ecuacién de Post et al. (2007), probada
por Sardenne et al. (2015) en atunes tropicales dentro de los que se encontraba
el atin aleta amarilla para normalizar los resultados obtenidos de carbono. La

correccién aplicada para el Carbono fue:
613Cnormalizado= o} 13C sincorreccion — 3.32+0.99 * C:N sincorreccion
Analisis estadisticos

Se realiz6 una predicciéon del tamafio de los individuos que llegaron sin cabeza
a los puertos de pesca. Mediante una regresion lineal usando 67 individuos de
los que se obtuvo la medida con cabeza y sin cabeza fue posible realizar la

estimacion de la longitud estandar de 134 individuos.

Previo a los andlisis inferenciales, las variables de respuesta (longitud estandar,
el d3C, & >N y concentraciones de Mercurio) fueron inspeccionadas por
normalidad (Prueba de Kolmogorov- Smirnov) y por homogeneidad de la

varianza (Prueba de Levene). Entodos aquellos casos de incumplimiento severo
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de alguna de estas dos condiciones (p < 0.05) para los analisis de inferencia se

us6 métodos no-parametricos.

Las diferencias entre los atunes de Galapagos y los de la parte continental, asi
como entre la época fria y la época caliente, en cuanto a su longitud estandar, el
O0C, & °N y las concentraciones de Mercurio en peso seco (Hg ppm) fueron

evaluadas mediante la prueba U de Mann-Whitney.

La relacién entre el tamafio y las concentraciones isotopicas y los niveles de
Mercurio fue explorada mediante correlaciones univariadas no-paramétricas
(coeficiente de correlacion de Spearman). De la misma manera, también se
evalué la correlacion entre las concentraciones de Nitrégeno versus las

concentraciones de Mercurio y carbono respectivamente.

Finalmente se realiz6 a pesar de incumplir el supuesto de normalidad, una
prueba de andlisis multivariado de la varianza (MANOVA) utilizando como
factores fijos la temporada y la localidad contra las cuatro variables dependientes
anteriormente mencionadas. Asi mismo se realiz6 el equivalente no paramétrico
de la prueba de MANOVA, el PERMANOVA (Anderson, 2001) con el objetivo de

contrastar los resultados.

Finalmente se dividieron las areas de pesca de Galapagos segun lo sugerido por
Harris (1973) y se analizaron las mismas variables de respuesta en 6 localidades:
Galapagos Sur, Galapagos Norte, Galapagos Oeste, Galapagos Sur-Central y

continente ecuatoriano.

Para los analisis estadisticos se uso el programa SPSS v.22 (IBM Corp 2013) y

PAST (Hammer and Harper 2001).
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5.4 Concentraciones de mercurio y estandares de contaminacion

Para los analisis de Mercurio las muestras fueron liofilizadas. Segun lo reportado
por Schmidt et al. (2013) la liofilizacion de las muestras de pescado no influye en

nada para el andlisis de mercurio.

Las medidas de Mercurio total en los tejidos se realizaron en un analizador de
mercurio Milestone DMA-80. Este método no implica gran manipulacién de la
muestra (Cizdiel et al. 2002), y utiliza una descomposicion termal, amalgamacion
y espectrofotometria de absorcion atomica (EPA 1998) con un limite de
deteccion de 0.01ng de mercurio. Los materiales certificados preparados por El
Concilio de Investigacion Nacional de Canadd, Instituto de Quimica
Medioambiental (Ottawa, Canadd) utilizados para calibrar el DMA-80 fueron
DORM-4 (Proteina de pescado) y DOLT-5 (Higado de Cazdn). Las curvas de
calibracion fueron lineales, y fueron analizadas muestras de DOLT-5 y DORM-4
de manera independiente. Las muestras fueron analizadas una vez. También
fueron usados blanco (muestras testigo) al iniciar la corrida y después del analisis
de 20 muestras. Los valores se obtuvieron en partes por millon (ppm) en peso
seco, sin embargo, para realizar comparaciones los valores fueron convertidos
ppm peso humedo utilizando un porcentaje de humedad del 70% reportado por

Teffer et al. (2014).

Todo el Mercurio encontrado en estos los atunes fue asumido como
metilmercurio, ya que esta demostrado que entre el 90% y el 100% del Mercurio
total encontrado en los tejidos de peces especialmente predadores tope, se
encuentra en forma de Metilmercurio (Kraepiel et al. 2003, Garcia-Hernandez et
al. 2007, Driscoll et al. 2013, Colman et al. 2015, Bosch et al. 2016, FAO and

WHO 2016).
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De los atunes de la region continental el Mercurio fue medido en aletas. Mediante
un modelo predictivo con base a una regresion lineal de 20 individuos en los
cuales se midio el nivel de Mercurio en aletas y tejido muscular, se predijo la

concentracién de Mercurio de 76 individuos.

Para llevar a cabo este analisis en primer lugar se procedié a transformar los
valores de mercurio obtenidos en peso seco a valores en peso humedo. Esto se
realiz6 debido a que los valores tolerables de ingesta aprobados a nivel
internacional por FAO/WHO estan estimados en peso humedo. El pescado es
consumido en grandes proporciones de forma cruda. La transformacion de los
valores en peso seco a peso humedo se realizé utilizando un porcentaje de
humedad de 70% segun lo reportado por Teffer et al. (2014) para atun aleta

amarilla.

El riesgo de la ingesta de metales semanalmente fue estimado mediante el
calculo de la ingesta semanal tolerable (PTWI) de acuerdo con la recomendacion
establecida por FAO/WHO (2016), 1.6 pug kg* (masa corporal) de mercurio. El
calculo se realizdé para una persona normal con 70 Kg de masa corporal. La

formula matematica utilizada fue:
Ingesta semanal = (1,6 ug kg * 70 Kg)/ Mercurio ppm

En donde 1,6 corresponde a la ingesta maxima permitida semanalmente
(FAO/WHO, 2016). 70 Kg corresponde a la masa corporal de una persona con
un peso normal. Mercurio en ppm es la concentracién de mercurio en peso seco

encontrada en un atun aleta amarrilla.
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6. Resultados

6.1 Tamaro de los atunes

En total se colect6 347 individuos. El tamafio de los atunes muestreados oscild
de 34 a 200 centimetros de longitud estandar (talla) (Tabla 5). Las tallas de los
individuos de Galapagos fueron significativamente diferentes a las tallas de los
individuos del continente (u = 2815.5, p = 0.000). Los atunes de mayor tamafio
fueron mas abundantes en Galapagos (Figura 3), la parte Norte de Galdpagos
presento los individuos mas grandes. La talla de los atunes también fue diferente
entre la época caliente y la época fria (u = 17602, p = 0.000) (Figura 4). Tanto en
Galdpagos como en el continente durante la época caliente se observaron
atunes de mayor tamafo. El 62.3 % de todos atunes present6 un tamafio menor
a 75 cm que es la talla de madurez sexual establecida por Zudaire et al. (2013).
Del 62.3 % de los atunes que posiblemente no eran maduros sexualmente, solo
el 3 % de los atunes fueron capturados en el continente, el 59.33% restante fue

capturado en Galapagos.

6.2 Diversidad genética

Extraccién y cuantificacion de ADN

Se extrajo ADN de 160 muestras de atunes aleta amarrilla colectados durante la
época fria, 49 del continente ecuatoriano y 111 de la RMG. La concentracion de

ADN obtenido vari6 entre 1.8 a 170.3 ng/uL.
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Amplificacién por PCR

De los 160 individuos analizados inicialmente se obtuvo amplificacion para los
12 primers en 146 individuos. En 14 individuos no se obtuvo amplificacion por lo

gue las muestras fueron descartadas del estudio.

Las amplificaciones de los 12 pares de primers de los 146 individuos fueron
secuenciadas en el Smithsonian Institute. Se obtuvo datos de secuenciacion
para 143 individuos, las tres muestras restantes fueron debido a contaminacion
fueron no fueron analizadas. Cuando se analizd los picos alélicos, no hubo
informacion completa para 34 muestras. Esta informacion incompleta fue
eliminada en analisis posteriores. Por lo tanto, el andlisis de datos final se realiz6
con 109 individuos: 79 de la RMG y 30 del continente ecuatoriano. De la misma
manera, se eliminé del andlisis el primer cmrTa-144 por ser homocigoto en todos

los individuos estudiados.
Analisis de datos

Se analizaron 11 loci microsatélites de 109 individuos de atun aleta amarilla. El
namero de alelos vari6 desde 8 a 31 alelos por locus. La riqueza alélica
entendida como el promedio de alelos por cada locus tuvo un rango de 10.76 a
25.71. El tamafio en pb de los alelos por cada locus estuvo dentro del tamafio
reportado por los autores que disefiaron estos primers (Appleyard et al. 2001,
Antoni et al. 2014). La heterocigosidad observada tuvo un rango de 0,3939 a
0,9706. La heterocigosidad esperada tuvo un rango de 0,7347 a 0, 9433. La
heterocigosidad observada fue significativamente menor que la heterocigosidad

esperada (t =4.31, p <0.05). Tanto la heterocigosidad esperada como el nimero
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de alelos por locus tuvieron valores muy similares al reportado por Antoni et al.

(2014) y Appleyard et al. (2001) (Tabla 2).

Se midio el equilibro de Hardy-Weinberg (H-W) en los loci analizados. 5 de los
11 loci (YT95, YT12, YT24, YT121, YT101) se desviaron significativamente del
equilibro de H-W (Tabla 2). Se calcul6 el estadistico Fst para determinar la
diferenciacion genética entre los individuos de Galapagos y el continente. El valor
calculado para el Fst fue de 0.005 (P < 0.05). Los valores del Fst oscilan entre
cero y uno, cero significa que no existe diferenciacion genética entre las dos
poblaciones y uno significa que las poblaciones son genéticamente diferentes
(Holsinger and Weir 2009). El valor obtenido en el presente estudio indica una

minima diferenciacion entre los individuos de Galapagos y el continente.

Se calcul6 el estadistico Fis o indice de endogamia que mide la relacion de los
alelos de un individuo y la poblacion a la que pertenece (Holsinger and Weir
2009). ElI maximo valor para el Fis es 1, indicando que la poblacion esta bajo
endogamia. En este estudio el indice de endogamia para cada locus, este oscild

entre 0.0398 hasta 0.4835 (Tabla 3).

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) mostré6 que no existe variabilidad
intrapoblacional (0%) y que entre los individuos existe poco porcentaje de

variacion (17%) (Tabla 4).

Para conocer la estructura poblacional entre los individuos de Galapagos y el
continente se realizé un analisis de coordenadas principales (PCoA) y un analisis
de inferencia bayesiana en el software STRUCTURE. Para estos analisis se
utilizaron los primers que se encontraban en equilibrio de H-W. Por lo que se

utilizaron solo 6 de los 11 primers analizados (YT84, YT60, YT87, YT94, YT103,
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YT111. El andlisis de coordenadas principales (PCoA) dio como resultado una
distribucion homogénea entre los individuos de Galapagos y el continente. Cada
punto de color representa un individuo de atun aleta amarilla colectado, el color
naranja representa los individuos colectados en Galapagos y el color verde
representa los individuos colectados en el continente (Figura 5). En el andlisis
que se realizd6 con en el software STRUCTURE se utilizO datos genéticos
multilocus y se evaluaron 5 valores de K. El valor de K éptimo fue de 2 y se
determiné usando el estadistico Delta K basado en el logaritmo de la probabilidad
de cada valor de K (Evano et al. 2005) en STRUCTURE Harvester (Figura 6).
Los resultados obtenidos en STRUCTURE Harvester fueron utilizados para
hacer un consenso de clusteres en CLUMMP v.1.1.2 y el resultado obtenido se
grafic6 en el software DISTRUCT v.1.1 y fue visualizado utilizando
Adobellustrator. En el cluster resultante se observa que los individuos de
Galdpagos y el continente pertenecen a una sola poblacion que posiblemente se

deriva de dos linajes (Figura 7).
6.3 Analisis de is6topos estables

Los valores isotépicos de Carbono y Nitrdgeno en los tejidos tuvieron diferencias
significativas entre las localidades (Tabla 5). Las concentraciones de Carbono
fueron mayores en el continente (u = 24224, p = 0.000); de la misma manera las
concentraciones de Nitrogeno fueron mayores en esta regioén (u = 16356, p =
0.000). Durante la época caliente y la época fria, también se presentaron
diferencias significativas en las concentraciones de Carbono y Nitrégeno (Tabla
5). La época caliente tuvo valores mas altos de Nitrégeno (u = 24326, p = 0.000)

y Carbono (u = 12943, p = 0.000) tanto en el continente como en Galapagos.
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Entre las concentraciones de Nitrodgeno y la longitud estandar se encontrd
relacion (r = 0.111, p = 0.000) (Figura 11). Los atunes de mayor tamafio
presentaron mayores concentraciones de Nitrégeno. El Carbono y la longitud
estandar también presentaron una relacion (r = -0.455, p = 0.000). Los atunes de
menor tamafo presentan mayores concentraciones de Carbono (Figura 12). Los

valores de Nitrégeno y Carbono no tuvieron una relacion (r = 0.103, p = 0.056).

Las diferencias de las concentraciones isotdpicas de Carbono y Nitrégeno entre
Galapagos y el continente fueron corroboradas por el analisis de PERMANOVA
(F = 74.769, p = 0.0001). De igual manera se encontraron resultados similares

entre las dos temporadas (F = 16.384, p = 0.0001).

La relacién entre las concentraciones de Nitrogeno y Carbono arrojaron
resultados similares a los resultados obtenidos para cada uno de los elementos.
La época caliente presentdé mayores concentraciones de Carbono y Nitrdgeno

tanto en Galapagos como en el continente (Figura 15).
6.4 Concentraciones de Mercurio y estandares de contaminacién

Las concentraciones de Mercurio tuvieron diferencias significativas entre
Galapagos y el continente (u = 3928, p = 0.000). Los atunes colectados en
Galapagos presentaron mayor concentraciéon de Mercurio que los atunes del
continente (Figura 10), y los individuos del Norte de Galapagos presentaron las
mayores concentraciones de Mercurio de todos los individuos colectados. Entre
la época caliente y época fria, la concentracion de Mercurio no tuvo diferencias

significativas (u = 14923, p = 0.873) (Figura 10).

Los valores de Mercurio tuvieron relacién con la talla de los atunes (r = 0.579, p

= 0.000). Los atunes que presentaron mayor talla tuvieron mayor concentraciéon



47

de Mercurio (Figura 13). EI Mercurio no tuvo relacion con las concentraciones de
Nitrogeno (r = 0.025, p = 0.644). Sin embargo, entre el Mercurio y las
concentraciones de Carbono si hubo una relacion (r = -0.368, p = 0.000), a
menores concentraciones de Carbono mayor concentraciones de Mercurio

(Figura 14).

Al transformar los valores de Mercurio en peso seco a peso humedo para poder
comparar los resultados del presente estudio con lo encontrado por otros
autores. Se encontrd0 que estos valores oscilaron entre 0.063 hasta 6.14 %o,
siendo el presente estudio el que reporta mayores concentraciones de Mercurio
en atun aleta amarilla. Los limites maximos permisibles establecidos por la
FAO/WHO (2016) son de 1 %o de Mercurio en carne de atun aleta amarilla. El
8% de los atunes del presente estudio estuvieron por encima de los limites

establecidos.

Para determinar los gramos de atun aleta amarilla que una persona deberia
consumir, la FAO/WHO (2016) estableci6 un valor de 1,6 pug/Kg por Kg de masa
corporal de cada consumidor. Basados en la masa corporal de un ecuatoriano
de 70Kg y utilizando el promedio de Mercurio que tuvieron los individuos
analizados. Se estima que un total de 222 gramos por semana de atun aleta
amarilla deberian ser ingeridos para no estar en riesgo por contaminacién por

mercurio.
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7. Discusién

7.1 Tamarfo de los atunes

La talla del atun aleta amarilla es directamente proporcional a su edad (Wild
1986). Los atunes adultos a diferencia de los juveniles, tienen la capacidad de
bucear a mayores profundidades ya que son mas tolerantes a bajas
temperaturas y concentraciones de oxigeno (Schaefer et al. 2014). Los artes de
pesca de atun estan disefiados en base a comportamientos Y fisiologia de estos
peces (Sharp 2001). Los artes de pesca mas cercanos a la superficie
normalmente capturan individuos juveniles y de menor longitud, a diferencia de
los artes de pesca de profundidad que capturan individuos adultos y de mayor
longitud (CIAT 2015). La diferencia de tamafios que se captura con los distintos
artes de pesca fue observada en el presente estudio. Los individuos capturados
en el continente presentaron tallas menores en comparacion a los individuos de
Galapagos. Entre los individuos capturados en el continente se observé que
algunos (3%) presentaron tallas grandes (> 75 cm). Estos individuos fueron
capturados con anzuelo en el puerto de Santa Rosa, sin embargo, el 94% de la
pesca de este puerto proviene de redes (Martinez — Ortiz et al. 2015). Debido a
la diferencia entre los artes de pesca utilizados no es posible determinar el

estado de la poblacion en base a la estructura de tallas.

Los individuos juveniles no solo se ven afectados por la pesca artesanal en esta
region. Ecuador es el octavo pais del mundo que captura mayor cantidad de atin
proveniente de redes de cerco industriales que utilizan embarcaciones de mayor
tamafo para capturar atunes (Galland et al. 2016, Martin et al. 2016). Las redes

de cerco capturan principalmente individuos juveniles (Kolody et al. 2016). La
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sobrepesca de individuos juveniles (crecimiento) tiene grandes problemas en la

abundancia de los individuos de una poblacion (Siskey et al. 2016).
7.2 Diversidad genética

A lo largo del tiempo se han desarrollado estudios que han permitido conocer la
diversidad genética de las poblaciones de una de las especies comerciales mas
importantes como es el atun aleta amarilla (Diaz and Uribe 2006, Aguila et al.
2015, Grewe et al. 2015, Percorano et al. 2016). Inicialmente se pensaba que
existia una sola poblacién de atin aleta amarilla que migraba entre los océanos.
Actualmente los planes de manejo estan basados en la hipotesis de 4 stocks de
atun aleta amarilla en el mundo (International Seafood Sustainability Foundation
2016). No obstante, la estructura de la poblacion de atin aleta amarilla a nivel
mundial no ha sido resuelta todavia (Percoraro et al. 2016). Ward et al. (1994)
encontraron la existencia de 4 stocks de atun aleta amarilla correspondientes al
Océano Atlantico, Indico, Pacifico Oeste y Este respectivamente, utilizando
marcadores de ADN mitocondrial, RFLP y aloenzimas. Percorano et al. (2016)
encontraron también una diferencia entre las poblaciones de atun aleta amarilla
correspondientes a los océanos Indico, Atlantico y Pacifico, utilizando 2b-RAD,
una novedosa técnica que utiliza la enzima de restriccion IIB para fragmentar el
ADN y posteriormente secuenciarlo. Ademas de la evaluacion de los stocks de
atun aleta amarilla de los tres océanos, también se han realizado estudios para
conocer si existe mas de una poblacién dentro de los océanos. Se ha encontrado
la existencia de mas de una poblacién de atun aleta amarilla dentro del Océano
Pacifico e Indico (Appleyard et al. 2001, Wu et al. 2010, Kunal et al. 2013, Aguila

et al. 2015).
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En el presente estudio, el andlisis de la diversidad genética de los individuos de
atun aleta amarilla capturados en la RMG y el continente ecuatoriano mostré una
alta variabilidad genética medida por el nUmero de alelos y la riqueza alélica por
locus en cada individuo. ElI nimero de alelos por locus oscil6 entre 8 y 31 alelos
y la media de la riqueza alélica por locus por poblacion fue de 19.30. El nimero
de alelos encontrado fue muy similar al reportado por Antoni et al. (2014) y por
Appleyard et al. (2001) en poblaciones de atun aleta amarilla del Pacifico
Occidental. Un alto numero de alelos dentro de una poblacion permite que las
poblaciones tengan mayor capacidad de adaptarse a procesos como cambios

ambientales (Greenbaum et al. 2014).

Otras de las medidas de diversidad genética analizadas fueron Ila
heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho). La He tuvo un rango de 0.7347
a 0.9433, estos valores son semejantes a los reportados para los mismos loci
por Antoni et al. (2014). La Ho tuvo un rango de 0.3939 a 0.9706 y fue
significativamente menor a la He. Segun lo encontrado en el indice Fis, no existe
un exceso heterocigotos en la poblacion. Algunos estudios sugieren que la
presidn pesquera puede afectar la diversidad genética de la poblacion y por lo
tanto es evidente una reduccion de los individuos heterocigotos, esta reduccion
de heterocigotos genera una pérdida de variacion genética en las poblaciones
(Smith et al. 1991, Hauser et al. 2002, Hoarau et al. 2005). La pérdida de la
variacion génica puede ocurrir a través de seleccién natural o artificial de los
individuos de una poblacion, esta seleccién puede traer como resultado la deriva
genética o la endogamia de una poblacion debido a la reduccién del tamafio de
la misma. Sin embargo, no es facil identificar la naturaleza, intensidad y direccion

de las fuerzas selectivas que operan en una poblacién en particular (Ryman et
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al. 1995). La pérdida de la variacion genética en una poblacién puede reducir la
productividad en poblaciones que son comercialmente explotadas. Perder
diversidad genética debido a la extraccion masiva de individuos de una poblacién
tiene como consecuencia la estructura poblacional y posterior extincion de una
poblacion (Alledorf et al. 2008). En poblaciones de especies marinas cuya
caracteristica principal son los grandes tamarios, la pérdida de heterocigosidad
es menos evidente debido al gran niumero de individuos de las poblaciones, por
lo que es de gran importancia mantener un monitoreo constante de estas

poblaciones cuando son explotadas comercialmente (Ryman et al. 1995).

De los 11 loci analizados, 5 (YT95, YT12, YT24, YT121, YT101) estuvieron en
desequilibrio de H-W (p<0.0001). El equilibrio de H-W de los 6 loci restantes
(YT84, YT60, YT87, YT94, YT103, YT111) oscilé entre 0.00001 hasta 0.8857.
Debido al desequilibrio H-W reportado para estos loci por Antoni et al. (2014), no
es posible sugerir una causa de este desequilibrio, sin embargo, es importante
analizar mas primers en estos individuos para tener una idea mas clara de como

se encuentra la poblacion.

En el indice de fijacion alélica (Fst) se obtuvo un valor de 0.05 (p<0.05), indicando
gue existe una minima diferenciacion genética entre los individuos de Galapagos
y el continente, estos resultados reflejan que no existe aislamiento reproductivo.
La minima diferenciacién genética encontrada fue similar al analisis de varianza
molecular (AMOVA) entre Galdpagos y el continente, en donde se observa que
el porcentaje de variacion es 0%. Este resultado al igual que las medidas de
diversidad sugieren que existe flujo genético entre los individuos de las dos

localidades analizadas. Los resultados obtenidos en el PCoA y en el cluster
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siguen la misma tendencia, mostrando que los individuos de Galapagos y el

continente pertenecen a una sola poblacion.

Como se menciona anteriormente, los resultados del andlisis genético sugieren
la existencia de una sola poblacion de atun aleta amarilla entre la RMG y el
continente ecuatoriano. Sin embargo, a lo largo del océano Pacifico se han
analizado otras poblaciones que han mostrado la existencia de dos o mas
poblaciones de atun aleta amarilla. Ward et al. (1994) encontraron diferencias
entre las poblaciones que habitan la parte occidental y este de esta regién. De la
misma manera, utilizando 7 marcadores microsatélites Diaz and Jaimes (2006)
encontraron una diferenciacién discreta entre las poblaciones Norte y Sur del
Pacifico separadas por el Ecuador. Appleyard et al. (2001) no encontraron una
estructura poblacional entre los individuos de atun aleta amarilla en el Pacifico
Occidental, sin embargo, Aguila et al. (2015) encontraron dos subpoblaciones de
atun aleta amarilla en la regidén occidental y central del Pacifico, utilizando 9
marcadores microsatélites. En el atin aleta azul (Thunnus thynnus), se ha
observado que la estructura de las poblaciones es cada vez mayor, los autores
sugieren que este resultado se debe posiblemente a la sobreexplotacion de esta
especie ya que la pesca tiene efectos en la estructura de edades y en la edad de

madurez sexual de una especie (Riccioni et al. 2010).

Ademas de los diferentes analisis genéticos en las poblaciones de atun aleta
amarilla en Pacifico Este, se han realizado estudios de movimientos con marcas
satelitales. Schaefer et al. (2014) encontraron fidelidad regional del atun aleta
amatrilla en las islas Revillagigedo ubicadas en México, los atunes marcados se
mantuvieron dentro de las 810 MN (1500 Km) en un periodo de 90 a 1773 dias.

Estos autores sugieren que el manejo de atin en el Pacifico Este se debe basar
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en modelos reales que incluyan dindmica de movimientos, tasas de mortalidad y
caracteristicas de la historia de vida, pues asunciones poco realistas como la

existencia de un solo stock puede traer grandes problemas para la especie.

El atun aleta amarilla suele ser abundante en regiones cercanas a islas e islotes
en donde encuentran gran abundancia de alimento (Miller 2007, Shaefer et al.
2007, Schaefer et al. 2011, Schaefer et al. 2014), lo que también se observa en
Galapagos donde debido a sus condiciones oceanogréficas, existe una gran
cantidad de especies. En base a lo encontrado por Schaefer et al. (2014) en su
estudio de telemetria, el hallazgo de una poblacién de atan en el presente estudio
puede estar relacionado con la distancia entre los sitios en donde fueron
capturados los individuos, pues existe aproximadamente 1300 Km entre
Galapagos y el continente ecuatoriano. Esta distancia es menor al rango de

residencia establecido por los autores.

La existencia de una poblacién aleta amarilla entre la RMG y el continente
ecuatoriano, es un resultado que puede ser usado para las politicas de manejo
de pesquerias en el pais. Horodysky et al. (2016) estiman que las poblaciones
de atun aleta amarilla en la mayoria de los océanos se encuentra cerca de ser
sobre explotadas o estan en sobrepesca. Del océano Pacifico se obtiene el 12%
del atun del mundo, la explotacion indiscriminada en esta region puede a futuro
determinar una pérdida de variacion genética, lo que hara a las poblaciones mas
susceptibles a la extincion (Lalkre et al. 2005). El Instituto Nacional de Pesca del
Ecuador (2016) report6é un incremento entre 2014 y 2015 de las capturas de atln
aleta amarilla, ascendiendo de 3088 toneladas a 6298 toneladas pescadas en la
region continental y de 7634 a 12064 toneladas pescadas en aguas insulares

(Galapagos).
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Las islas del Pacifico son ecosistemas bastante explotados por extraccién de
recursos alimenticios (Bell et al. 2011, Zeller et al. 2015), por lo que es de gran
importancia realizar un seguimiento a la poblacion de atin aleta amarilla en esta
area, que ademas de verse afectada por las pesquerias, también es afectada

por factores ambientales que afectan de las condiciones normales de la especie.

7.3 Ecologia trofica.

La edad del atin aleta amarilla es directamente proporcional a su talla (Wild
1986). Esta especie de atun a lo largo de su ontogenia va modificando la dieta y
por tanto va teniendo cambios de nivel trofico. Los juveniles consumen presas
diferentes en comparacion a los adultos (Graham et al. 2007). Para identificar
estas diferencias de nivel trofico en una especie e inferir su estructura de edades,
el Nitrogeno es una herramienta util. La estructura de edades de los individuos
de una poblaciéon que es comercialmente explotada permite inferir como se
encuentra dicha poblacion (Siskey et al. 2016). En el presente estudio se
encontro relacion entre la talla de los atunes y sus concentraciones de Nitrégeno.
Los atunes mas grandes presentaron mayores concentraciones de Nitrégeno.
Sin embargo, muchos autores han encontrado que, aungue existe relacion lineal
entre el Nitrégeno y la longitud del atun aleta amarilla, no es posible utilizar el
Nitrégeno como estimador del nivel tréfico de un individuo (Ménard et al. 2007,
Olson et al. 2010), principalmente debido a la regionalidad que ha sido reportada
en la especie. Graham et al. (2010) sugieren que la variacion isotépica del
nitrdgeno en el atin aleta amarilla es resultado de variaciones geograficas. Los
valores de Nitrdgeno dependen de las distintas dinamicas de N2 en los
organismos de niveles tréficos bajos (Zudaire et al. 2015), principalmente del

plancton que es el encargado de la fijacion de este compuesto para que empiece
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a circular por la cadena tréfica (Gruber 2016). Las variaciones de Nitrégeno en
el presente estudio fueron mayores en el continente. En base a nuestros
resultados es posible sugerir una diferencia en la dinamica del Nitrégeno
existente entre Galapagos y el continente. Raftter and Sigman (2016) sugieren
que a lo largo del Pacifico Este las concentraciones de Nitrogeno varian,
especialmente, durante temporadas y entre temperaturas. Esta diferencia entre
la estructura trofica de Galapagos y el continente tiene relacién con la diferencia
de tallas encontrada entre las dos regiones. En el continente se capturaron casi
en su totalidad individuos juveniles, los cuales segun Schaefer et al. (2007) no
recorren grandes distancias horizontales. Por lo que posiblemente solo
conservan la firma isotopica de la regién continental, mientras los atunes
capturados en Galapagos después de haber recorrido més distancia pueden
tener las firmas isotdpicas de las dos regiones. Asi mismo, la influencia de la
corriente fria de Humbolt que transporta gran cantidad de nutrientes y que
ingresa por el Sur del Ecuador también apoya estos resultados de una mayor

concentracion de Nitrégeno en la region continental.

La época caliente tanto en Galdpagos como en el continente presentd mayores
concentraciones de Nitrégeno, esto puede ser resultado de la relacién que existe
entre el Nitrégeno y la talla de un individuo, pues los atunes de que presentaron
tallas mas grandes fueron capturados en esta época. Otra de las posibles
explicaciones a este resultado es la preferencia del atin aleta amarilla por las
temperaturas mayores a 24°C para desovar cuando son individuos adultos y
para alimentarse, crecer y desarrollar endotermia, cuando son individuos
juveniles (Graham and Dickson 2001). Las concentraciones de Nitrdgeno

mayores durante la temporada caliente tanto en Galapagos como en el
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continente pueden ser resultado de la preferencia del atlin aleta amarilla por las

aguas de mayor temperatura.

Los is6topos de Carbono son utiles para determinar el area de productividad en
donde forrajea un individuo (Walker et al. 1999). Los valores altos de carbono
estan asociados a zonas de alta productividad primaria mientras los valores
bajos a zonas de lenta productividad (Davenport and Bax 2002, Cherel and
Hobson 2007, Graham et al. 2010). Las concentraciones de Carbono fueron mas
altas en la region continental, este resultado puede ser producto de la relacién
inversa entre el Carbono y la talla. Este resultado fue encontrado por Schaefer
et al. (2014) quienes reportaron que los individuos juveniles normalmente
forrajean en areas con mayor productividad primaria. En el continente se observa
mayor variabilidad entre las épocas caliente y fria con respecto a Galapagos.
Este resultado puede obedecer a las diferencias de tallas entre los individuos de
cada localidad. Por otra parte, en el continente se observd mayores
concentraciones de Carbono durante la época caliente, lo que puede ser
resultado de la uniformidad de tallas de los individuos durante esta época, ya
gue en relacion en la época fria no hubo presencia de individuos grandes.
Galapagos en cambio presenta menos variacion en las concentraciones de
Carbono, los individuos capturados en Galapagos presentaron tallas mayores,
por lo que la baja variacion y poca concentraciéon de Carbono puede estar
relacionada con las tallas. La pequefia diferencia entre la concentracién de
Carbono durante las dos épocas en Galapagos, siendo la época fria la que
presenta mayores concentraciones puede ser resultado de los afloramientos
reportados para la region de Galdpagos durante la época fria cada afio por

Witman et al (2010).
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7.4 Concentraciones de mercurio y estandares de contaminacion

La contaminacion en atunes es un indicador de la contaminacion del océano
(Chen et al. 2014). Segun lo reportado por Bonito et al. (2015) en la region del
Pacifico Este Sur los estudios sobre contaminantes en el mar son muy pocos. El
presente estudio que evalud las concentraciones de Mercurio en el tejido de
individuos de atun aleta amarilla es gran importancia para conocer los niveles de

contaminacion de este metal que existen en la RMG y el continente ecuatoriano.

El uso de los is6topos de Nitrdgeno como indicadores de la posicién tréfica en
una especie han permitido en muchos estudios estudiar la biomagnificacion del
Mercurio (Teffer et al. 2014). Sin embargo, los resultados de esta investigacion

no mostraron relacion entre el Nitrégeno y el Mercurio.

Los resultados permiten inferir que entre los individuos de Galapagos y el
continente existen diferencias en las concentraciones de Mercurio presente en
sus tejidos. Los individuos capturados en el continente presentaron menores
concentraciones de Mercurio en sus tejidos. Estos resultados pueden ser
explicados por las diferencias de talla de los individuos de las dos localidades, y
dentro de Galapagos pues los individuos mas grandes que fueron capturados al
Norte de Galapagos presentaron las mayores concentraciones de Mercurio. Sin
embargo, las diferencias entre el tipo de tejido en el que fue analizado el Mercurio
también puede tener efectos sobre estos resultados. Los resultados encontrados
son semejantes a lo descrito por Cai et al. (2007) en el Golfo de México. Quienes
reportaron una relacion positiva ente la concentracion de mercurio y el tamafio
del atun aleta amarilla. Esta relacion sugiere que existe biomagnificacion de

mercurio injerido en el ecosistema marino.



58

Ferris and Essington (2011) sugieren que la concentracion de mercurio en los
predadores marinos esta relacionada con caracteristicas oceanogréficas. Sin
embargo, ya que solo fue medido el mercurio en los individuos de atin aleta
amarilla no es posible establecer ninguna relacion entre los parametros
fisicoquimicos y oceanograficos entre las localidades. Por otra parte, no se
encontré diferencias entre las concentraciones de mercurio entre cada
temporada, lo que permite sugerir que la contaminacion de mercurio en esta

region se esta distribuyendo de la misma manera.

Para realizar comparaciones con otros estudios las concentraciones en peso
seco fueron transformadas a peso humedo. El rango en de mercurio en los
individuos pescados en la RMG varié entre 0.0917 a 6.8197 mientras que el
rango de los individuos capturados en la region continental oscilé entre 0.0703
hasta 3.1385. El presente estudio se compard con otros estudios realizados en
la misma especie. Las concentraciones de Mercurio reportas por este estudio
son las mayores en comparacion con los estudios comparados (Tabla 5). Se
observa un aumento en las concentraciones de mercurio a lo largo del tiempo.
Esto es congruente con lo encontrado por Drevnick et al. (2015) quien reporta
gue la concentracién de Mercurio en atin aleta amarilla incremento 3.8% por afio

desde 1998 a 2008 al norte del océano pacifico.

De acuerdo a lo establecido por la FAO/WHO (2016) para una persona de
promedio con 70 Kg de masa corporal, el indice de ingesta permitido es 1.6
Hg/Kg. Utilizando la media de los datos encontrados en este estudio (0.505) se
estimo6 que un ecuatoriano con 70Kg de peso deberia consumir a la semana un
aproximado de 222 gramos de atun aleta amarilla para con encontrar en riesgo

de contaminacioén por ingesta de Mercurio.
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Debido a la actual preocupacion por la ingesta de metales pesados como
Mercurio encontrado en la comida del mar han surgido recomendaciones para la
poblacion mundial que sugieren el consumo de animales de pequefios para
evitar riesgos en la salud (Storelli et al. 2007, Gribble et al. 2016). Sin embargo,
este tipo de decisiones pueden afectar ecoldégicamente a las poblaciones pues
las pesquerias van a ser aun mas selectivas afectando de manera mas radical a

las poblaciones comerciales.

Los peces pueden tener efectos adversos en su crecimiento y sobrevivencia
cuando se exponen a altos niveles de Mercurio. Los peces piscivoros tienen un
riesgo elevado por estar expuestos a gran toxicidad. Los efectos fisiolégicos que
puede causar el Mercurio son alteracion en ciclo reproductivo, problemas
comportamentales, inmunolégicos y neuroquimicos, dafios en los
neurotransmisores entre otros (Scheuhammer et al. 2007, Crump and Trudeau
2009). Las concentraciones encontradas de Mercurio en este estudio pueden
estar afectando las poblaciones de atun aleta amarilla. La modificacion de las
caracteristicas de los individuos como su ciclo reproductivo puede traer a futuro

consecuencias en la estructura de una poblacion.

Es de gran importancia continuar el estudio de la poblacion de atun aleta amarilla
en esta regidn para conocer de qué manera la poblacion se va enfrentando a los

factores ambientales y a las pesquerias.
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. Conclusiones

Los artes de pesca utilizados en la RMG vy el continente ecuatoriano estan
capturando individuos de diferentes tamafios. En el continente se capturan
individuos que en su gran mayoria no han alcanzado la madurez sexual.
Remover individuos juveniles en grandes cantidades afecta la estructura de
edades de una poblacion.

Dentro de la Reserva Marina de Galapagos y el continente ecuatoriano existe
una sola poblacion de atan aleta amarilla.

La poblacion de atin aleta amarilla analizada presenta una disminucién de
heterocigotos, es importante contar con mas analisis para poder sugerir que
proceso esta afectando la poblacion.

Los isétopos de Nitrogeno sustentaron la hipotesis de la preferencia del atin
aleta amarilla por aguas con mayor temperatura.

Aungue existi6 relacion entre las concentraciones de Nitrégeno y la talla de
un individuo, los datos sugieren que el Nitrdgeno no deberia ser usado para
inferir la edad de un individuo en base a su nivel trofico.

Las concentraciones de Carbono al igual que otros estudios mostraron que
los individuos juveniles de atun aleta amarilla forrajean en area de alta
productividad primaria, cerca de la superficie del agua y a las costas. Lo
contrario ocurre con los individuos adultos que se encuentran en lugares de
menor productividad.

El Mercurio tuvo una relacion con la talla de los individuos. El incremento de
Nitrogeno con la longitud de los individuos sustenta la idea de

biomagnificacion de este metal a lo largo de la cadena tréfica.
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El 8% de los individuos muestreados en este estudio presentaron
concentraciones de Mercurio por encima de los limites establecidos por la
FAO.

En base a las concentraciones de mercurio encontradas y a los niveles de
ingesta sugeridos por la FAO/WHO. Un ecuatoriano promedio (70Kg de masa
corporal) deberia ingerir semanalmente 222 gramos de atun aleta amarilla

para estar dentro del limite libre de efectos de contaminacion por Mercurio.
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Recomendaciones

Con el objetivo de conocer la estructura de edades de la poblacién de atin
aleta amarilla es importante ampliar el nimero de individuos muestreados.
Se recomienda realizar analisis de la estructura poblacional del atin aleta
amarilla para conocer como se encuentra la poblacién y de qué manera a lo
largo del tiempo le afectan procesos como la endogamia.

El presente estudio es un inicio para realizar mayor investigacion en el atin
aleta amarilla y de esta manera poder establecer planes de manejo de la
especie basados en verdaderos datos bioldgicos de la poblacion.

Es importante continuar con la evaluacion de los niveles de Mercurio en el
atun aleta amarilla que es consumido por la poblaciéon ecuatoriana y
determinar sus posibles variaciones a lo largo del tiempo y de qué manera se
puede ver afectada la poblacién por el consumo de metales pesados como el

Mercurio
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11. Tablas

Tabla 1. Primers seleccionados utilizados en la reaccion PCR para la amplificacion de 12 marcadores microsatélites de atin

aleta amarilla Thunnus albacares.

Locus Primer Forward (5°-37) Primer Reverse (5°-37) T°A Autor
cmrTa-144 |TCCTCATTTAGAAAGCCACTGTA (6-FAM) ACCTGTTGATTATTGCTTTTATGT |59.7 Appleyard etal. 2001
YT 84 TTACTTACTGCCGCCTACTGG (HEX) AAGTTGGAACCAGAGAACCATT |B2.3
¥T95 CATACGATTGGCTGCTGAAL (HEX) CCGTCGTCTTTCGCTCTATC 62.6
YT12 GAGATGTGGCTTCCTCCAAA (6-FAM) GGCGATTTATGGCATCAGTT B1.8
YT 24 GCTCGAGCAGTTTCCAGTAG (6-FAM) TGATCCACTACTCACAGTCAG 60.8
YT 60 TGTGCTGTGATGTCACCTTGT (HEX) CCOGCCTACAGATCCCTAAT B4.1
YT 87 CGAGATACGCGAAGGACAA (HEX) CAGTGGCATTCTTGGCAATAG 61.6 Antonietal. 2014
YT94 TCCATGGAGTTCCCTCTGAC (HEX) GACATTAGTGCCTGGAGCTGA 63.2
¥T121 GAAGGCTCTTCAGCTGGTTG (FAM) AGTTGTGGCACGATTGETCTG 63.9
YT 101 ACCAGTTCAGGCCTCTGATG (FAM) CCACTAACTTGCTGGCATGA 62.7
YT 103 CCGAGTCTGACCGTTAATGC (6-FAM) GCAGTTGTGATCACCGATITT 62.4
¥T111 CGTCCAGTAGTGACGAGGAT (HEX) GACTGTATCTGCTGAAACCAAA |07

T°A= temperatura de annealing
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Tabla 2. Medidas de diversidad genética de 11 loci microsatélites evaluados en dos poblaciones de atin aleta amarilla (Thunnus

albacares)
Poblacién | Medidas de diversidad genética Loci microsatélites
YT84 | YT95 | YT12 | YT24 | YT60 | YTi21 | YT87 | Y794 | yTi01 | Y7103 | YTi11
N 78 78 76 77 77 78 78 78 78 78 78
Na 20 16 28 20 19 26 24 11 31 28 30
Ra 1494] 1439 2266| 1828 1821| 21.34| 1841 1076 2571| 2281 2506
Galdpagos |Rango tamafio de alelos 209-309| 85-111| 315-366] 147-188| 176-216| 149-209| 263-304| 93-117| 288-338| 73-137| 156-220
Ho 0.8816] 0.7895] 05263| 0.6579] 09079 0.8462| 06795 0.7692| 0.6154| 0.8590] 0.8718
He 09121] 0.8810] 09412] 09265 09268 09393 07347| 0.8397] 0.9426| 09420 0.9417
pHW 0.8671] 0.0010| 0.0000| o0.0000] 00702 0.0027| 0.1298| 0.0001| 0.0000| 0.0043] 0.0196
N 34 34 33 34 34 34 34 34 34 34 34
Na 20 14 23 13 18 20 17 3 21 23 24
Ra 1642] 14.04| 2338| 1838 1825 2078| 17.90| 1023| 23.75| 23.81| 2503
Continente |Rango tamafio de alelos 213-305| 89-111| 318-362| 149-188| 176-216| 149-196| 267-304| 93-107| 288-325| 77-137| 160220
Ho 0.8529] 0.6765| 03933 05294 08235 0.7059| 06765 0.8824] 0.6176| 09706 0.9118
He 09183] 0.8382] 09141 09035 09187 0.9334| 07565 0.8157| 0.9239| 09433 0.9403
pHW 0.0200] 0.0072] 0.0000| 0.0000] 0.0344| 0.0008] 00262 0.3292] 0.0000| 08857] 0.3126

M= namero de individuos muestreados, Na= nomero de alelos por locus, Ra= riqueza alélica (promedio de alelos por locus), Ho= Heterocigosidad ohservada, He=
Heterocigosidad esperada, pHW= probabilidad de equilibrio de Hardy-Weinberg



Tabla 3. indice de endogamia (Fis) de 11 loci microsatélites evaluado en individuos de atuin aleta amarilla
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Loci microsatélites

|ndice

YT34

YT95

YT12

YT24

YT60

YT121

YT37

YT94

YT101

YT103

YT111

Fis

0.0398

0.1322

0.4835

0.3356

0.0532

0.1581

0.0945

0.0397

0.3131

0.065

0.0737

Fis= Indice de endogamia

Tabla 4. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) de los individuos de atan aleta amarilla

colectados en la RMG vy el continente ecuatoriano.

AMOVA
Fuente de variacion |Suma de cuadrados | Componentes de varianza |Porcentaje de variacion
Entre poblaciones 4.953 0 0%
Entre individuos 629.483 0.84155 17%
Dentro individuos 453.000 4.147 83.28%




Tabla 5. Estadistica descriptiva de 4 variables de respuesta medidas en individuos de atun aleta amarilla colectados

en la RMG y el continente ecuatoriano

Variables Epoca Fria Epoca Caliente Epoca Fria Epoca Caliente
X=79,45 (1,47) X=98,33 (2,38) X=67,04 (5,%2) X= 60,55 (0,67)
Talla (em) M =75,34 (78,11) M =93 (125) M =53 (166) M =62 (24)
Rango =52,50-130,61 |Rango =46-171 Rango =34 - 200 Rango =43 -67
X=-17,47 (0,09) X=-17,72 (0,03) X=-15,53(0,17) X=-14,59 (0,25)
3¢ (%) M=-17,60(10,39) | M=-17,72(2.46) M =-15, 28 (5,65) M =-14,05 (11,79)
Rango =-18,19--7,81 |Rango=-18,52- -16,06 |Rango =-19,37--13,71 (Rango = -17,78- -5,99
X=10,32 (0,11) X=11,43 (0,05) X=10,89 (0,20) X=11,85 (0,9)
15N (%) M=10,29(11,48)  |M=11,43(5,51) M= 10,95 (6, 14) M=11,84(3,72)

Rango =1,52-12,99

Rango=8,65- 14,16

Rango=8,29- 14,44

Rango =10,07 - 13,79

Hg (%s) peso seco

X=1,37 (0,03)

X=2,11(0,17)

X=1,60 (0,35)

X=0,71(0,06)

M=1,36(1,96)

M=1,72(20,01)

M = 0,65 (8,95)

M= 0,58 (2,88)

Rango =0,27-2,23

Rango=0,45- 20,46

Rango=0,47-9,42

Rango =0,21-3,09

Hg (%) peso humedo

X=0,41(0,01)

X=0,63 (0,05)

X=0,48 (0,10)

X=0,21(0,02)

M =0,41(0,59)

M =0,52 (0,60)

M=0,19 (2,69)

M= 0,17 (0,87)

Rango =0,08- 0,67

Rango=0,13-6,14

Rango=0,14- 2,82

Rango =0,063-0,93

X: Media (desviacion estandar), M: mediana (rango intercuartil), Rango: valor minime — valor maxime.
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Tabla 6. Tabla comparativa de concentraciones por mercurio en peso humedo encontradas en atun aleta amarilla en diferentes regiones.

Fuente bibliografica Especie Media Maxima concentracion encontrada | Minima concentracion encontrada
Matthews 1383 Thunnusalbacares 0.368 ppm peso himedo 0.086 ppm peso himedo
Adams 2004 Thunnusalbacares [0.25 5D:0.12 ppm pe so himedo

Kumar et al. 2004 Thunnusalbacares [0.11 50:0.11 ppm peso himedo 0A0 ppm peso himedo 0.02 ppm peso himedo
Kojadinovic etal. 2006 Thunnus albacares

Cai et al. Thunnusalbacares [0.18 SD: 0.15 ppm peso himedo 087 ppm peso himedo 0.07 ppm peso himedo
(Garcia- Herndndezetal 2007 | Thunnusalbacares |0.03 5D: 0.06 ppm peso himedo 023 ppm peso himedo

Ferris and Essington 2011 Thunnusalbacares 0.7 ppm ppm peso himedo 0.03 ppm ppm pesao humedo
Ordiano-Flores et al. 2011 Thunnusalbacares [0.98 SD:0.68 ppm peso seco

RuelasInzunza etal 2011 Thunnusalbacares [0.20 SD: 0.17 ppm pe so himedo

Jinadasa et al. 2014 Thunnusalbacares [0.30 ppm peso himedo 0.98 ppm peso himedo

Tefferetal. 2015 Thunnusalbacares [0.304 5D:0.087 ppm peso himedo  |0.503 ppm peso hdmedo 0.044 ppm peso himedo
Araljo and Cedefio 2016 Thunnusalbacares |14 5D: 024 ppm peso himedo 6 ppm peso himedo 0.005 ppm peso himedo
Presente estudio Thunnusalbacares [0.050550: 0512 ppm peso himedo |6.81 ppm peso himedo 0.0703 ppmpeso himedo




12. Figuras
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Figura 1. Medida estandar (Fork length) tomada de cada individuo.

82



N N
Stios de %esca de atun aleta amarilla A Stios de pesca de atun aleta amarilla A
en la Reserva Marina de Galapagos en el continente

Darwin y Wolf
°

.

/

Roca Redonda
9 Punta [Bermales
i

é\ 80 Milla
o
120 Millas
{ > 150 millas 5
° 140 Millas
°PI Punta Pitt AR 58
° aamlafio 2
Panpf/de az g J
EE Un',eal'a viuda ‘Harkoo
Banco RUSOB.nco Ruso

{'ajna Mari@
o

~~~~~~

phe 20 42:85—50—75 100 s
[ =8 m—
m lVliles e Miles

Figura 2. Sitios de pesca de atun aleta amarilla (Thunnus albacares). En la imagen de la izquierda los puntos
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Figura 3. Distribucién de las medidas estandar (fork length) de los individuos de atin aleta amarilla
muestreados en la RMG (parte superior) y el continente ecuatoriano (parte inferior). La linea negra
indica la separacion entre temporadas (linea negra a la derecha corresponde a la temporada seca,
linea negra a la izquierda corresponde temporada himeda).
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Figura 7. Cluster consenso obtenido basado en datos multilocus de 6 loci microsatelites evaluados
en dos poblaciones de atin aleta amarilla.

88



Temporada
5 MFria
15 .
250 M caliente
4 184 202
228
o 'E“ ) 180
89 245
o
51 2}
10 243g -
283 260
% o X
L=
5—
a7
o
0 AL T
Galapagos Continente

Localidad

Figura 8. Diagrama de caja y bigote que representa |la variacion de las concentraciones de nitrégeno
de 347 individuos de atun aleta amarilla entre dos temporadas y dos regiones geograficas.
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Figura 10. Diagrama de caja y bigote que representa la variacion de las concentraciones de mercurio de
347 individuos de atun aleta amarilla durante dos temporadas (izquierda) y dentro de dos localidades
(derecha).
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Figura 11. Relacion entre las concentraciones de Nitrégeno y la longitud estandar medidas
en individuos de atan aleta amarilla.
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