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RESUMEN

achycentron canadum es un pez con importancia econémica en la acuacultura debido a su resistencia a variaciones ambientales,

factibilidad de cultivo en confinamiento, altas tasas de crecimiento y buena aceptacion de los consumidores. La rentabilidad de su

cultivo en jaulas se ve afectada negativamente por la dificultad de implementar cultivos monosexo debido a la aparente semejanza
entre los sexos. En este estudio se utilizaron técnicas morfométricas para determinar el dimorfismo sexual mediante el analisis de medidas
y la forma de los peces. Se encontraron diferencias entre sexos en la posicion de los ojos, labios, aleta pectoral y aleta ventral, y en la forma
general del cuerpo. La precision del sexado de los individuos fue de 75,4 % con distancias y 82,7 % con morfometria geométrica.

PALABRAS CLAVE: Cobia, Morfometria geométrica, Morfometria de distancias, Caribe colombiano.

ABSTRACT

achycentron canadum is an economically important fish in aquaculture due to its resistance to environmental variations, the

feasibility of culture in confinement, high growth rates, and good acceptance by consumers. The profitability of their cage culture is

negatively affected by the difficulty of implementing monosex cultures due to the apparent similarity between sexes. In this study,
morphometric techniques were used to determine sexual dimorphism by analyzing measurements and the fish’s shape. Differences were
found between the sexes in the position of the eyes, lips, pectoral fin and ventral fin, and the body’s general shape. The sexing precision of
the individuals was 75.4 % with distances and 82.7 % with geometric morphometry.
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INTRODUCCION

La acuacultura marina ha crecido constantemente
y puede suplir parte de la demanda creciente de peces.
Particularmente, las especies marinas en ambientes controlados
han sido una alternativa efectiva para pesca puramente
extractiva. Cada afo se estudia un nimero cada vez mayor de
especies con usos potenciales en la industria de la acuacultura,
y Rachycentron canadum (Linnaeus, 1766), cominmente
conocido como cobia, es uno de ellos (Franks et al., 1999;
Liao et al., 2004; Sun et al., 2006; Holt et al., 2007; Mosqueira
etal.,2011).

Esta especie ha ganado importancia debido a la
viabilidad de su produccion, dadas caracteristicas como la
tolerancia a un amplio rango de temperaturas (entre 16,8 y
32,2 °C)ysalinidad (entre 5,0y 44,5 ups), una buena adaptacion
a espacios cerrados (por ejemplo, a cultivos en jaulas flotantes),
tasas altas de crecimiento (peso promedio de 6 kg en el primer
afio de cultivo), una tasa excelente de conversion de alimentos,
carne de buena calidad nutricional y buena recepcion de parte
de los consumidores dadas su apariencia y caracteristicas
organolépticas, asi como una reproduccion relativamente facil
a los dos afios de edad (Flores, 2017; Carmona et al., 2019).

En comparaciéon con cuerpos de agua cerrados,
el cultivo en jaulas flotantes es respetuoso con el medio
ambiente, dado que el mar abierto puede asimilar cargas altas
de contaminantes y tiene una gran disponibilidad de agua
de buena calidad y bien oxigenada. Asimismo, una vez que
la estructura ha sido implementada, en muchos casos, esta
permite una reduccion en los costos de comida y transporte,
por lo cual ha habido diferentes experiencias de cultivo en
paises del Caribe como Colombia y Cuba (Flores, 2017;
Carmona et al., 2019).

En cultivos en jaula, donde los animales estan muy
cerca unos de otros, la implementacion de cultivos de un solo
sexo es ampliamente utilizada en la industria de la acuacultura
(Franks et al., 1999; Franks y Brown-Peterson, 2002; Dutney
etal.,2017). Budd et al. (2015) resumen algunas de las ventajas
de este tipo de cultivo, que permite lo siguiente: usar tasas de
crecimiento y/o valores economicos diferenciales entre sexos
para maximizar ganancias; reducir la variacion en el tamafio
de los peces al momento de cosechar; lograr una tasa de
crecimiento promedio mas alta reduciendo el comportamiento
sexual/territorial; reducir el impacto en la calidad del producto,
dado, por ejemplo, que a medida que las hembras alcanzan la
madurez sexual, desvian la energia (e.g., lipidos); incrementar
la estabilidad de sistemas de apareamiento; y reducir el riesgo
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INTRODUCTION

Marine aquaculture has grown steadily and can
meet an important part of the increasing demand for fishes.
In particular, marine species in controlled environments
have been an effective alternative to purely extractive
fishing. Every year an increasing number of species with
potential use in the aquaculture industry are studied, and
Rachycentron canadum (Linnaeus, 1766), commonly
known as cobia, is one of them (Franks et al., 1999; Liao
et al., 2004; Sun et al., 2006; Holt et al., 2007; Mosqueira

etal., 2011).

This species has gained importance due to its
economically feasible production due to characteristics
such as tolerance to a wide range of temperature (between
16.8 —32.2 °C) and salinity (between 5.0 —44.5 ups), good
adaptation to confined spaces (e.g., floating cage culture),
high growth rates (average weight of 6 kg in the first year
of culture), excellent food conversion rate, meat of good
nutritional quality and good acceptance by consumers due
to its appearance and organoleptic characteristics, and
reproduction relatively easy at two years of age (Flores,
2017; Carmona et al., 2019).

Compared to closed water bodies, floating cage
culture is friendly to the environment since the open sea can
assimilate high pollutant loads and have high availability
of good quality and well-oxygenated water. Likewise,
once the infrastructure is implemented, in many cases, it
allows for a reduction in the costs of food and its transport,
which is why different cultivation experiences have been
carried out in Caribbean countries such as Colombia and
Cuba (Flores, 2017; Carmona et al., 2019).

In cage cultures, where the animals are very
close together, the implementation of monosex cultures
is widely used in the aquaculture industry (Franks
et al., 1999; Franks and Brown-Peterson, 2002; Dutney
et al., 2017). Budd et al. (2015) summarize some of the
advantages of this type of cultures, they allow: the use of
differential growth rates and/or economic value between
sexes to maximize profits; reduce variation in fish size
at harvest time; achieve a higher average growth rate by
reducing sexual/territorial behavior; to reduce the impact
on the product quality, for example, as the females reach
sexual maturity they divert energy (e.g., lipids); increase
the stability of mating systems; and to reduce the risk of
environmental impact resulting from the escape of exotic
species. Special mention needs the reduction of precocious
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de impacto ambiental que resulta del escape de especies
exoOticas. La reduccion en la maduracion precoz merece
especial mencion, pues lleva a un crecimiento lento, dado que
la energia es desviada hacia la reproduccion; crea una gran
variacion en el tamafio del producto cosechado; y resulta en
la sobrepoblacion de jaulas y, por lo tanto, en la inhabilidad
de controlar las densidades y tasas de alimentacion de los
animales (Budd ef al., 2015).

El desarrollo sexual en peces es un proceso complejo,
resultado de la interaccion entre los genes involucrados en el
desarrollo sexual (caracteristicas genéticas y epigenéticas) y
los mecanismos por medio de los cuales los modificadores
ambientales pueden inducir cambios fenotipicos. Esto a
menudo depende de procesos particulares de las especies y del
sistema de cultivo. Por lo tanto, las innovaciones tecnologicas
que controlan con éxito el sexo de una especie no tienen
garantias de funcionar con otra. Por consiguiente, la primera
aproximacion es la deteccion manual o automatica del sexo
y la remocion selectiva de individuos. El segundo paso es la
investigacion subsiguiente de varios enfoques tecnologicos
para producir poblaciones para cultivo de un solo sexo (e.g.,
tratamiento hormonal ex6geno, manipulacion de ploidia de
cromosomas, herramientas moleculares o hibridacion) (Budd
etal., 2015).

No se ha descubierto un dimorfismo sexual evidente
en cultivos de cobia, y la maduracién sexual precoz en
jaulas flotantes es un problema, puesto que reduce la tasa de
conversion de alimento y genera un costo adicional (Fontaine
et al., 1997; Leclercq et al., 2010; Cervifio, 2014). En esta
especie, y en otras que aun no han alcanzado la produccion
a escala industrial, elucidar la diferenciacion del sexo sigue
siendo un 4rea clave de la investigacion aplicada (Budd ef al.,
2015).

La morfometria es la descripcion, el analisis y la
interpretacion cuantitativa de la forma y su variacion entre
muestras (Adams et al., 2004; Zelditch et al., 2004), cuyos
resultados pueden interpretarse en términos de geometria,
morfologia, dimorfismo sexual, medio ambiente, diferencias
genéticas y/o microevolucion, entre otros (Hammer, 2002; van
de Wouw et al., 2003).

La morfometria tradicional es el estudio de la forma
basado en longitudes y angulos de especimenes individuales,
mientras que la morfometria geométrica estad basada en
referentes anatomicos. Un referente anatomico es un punto de
referencia que puede ser reconocido en todos los especimenes
a comparar. Estos estan ubicados de manera que son faciles
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maturation, which leads to slow growth as energy is
diverted into reproduction, creates a large variance in
product size at harvest, and results in overpopulation
of cages and, therefore, an inability to control animal
densities and feeding rates (Budd et al., 2015).

Sexual development in fishes is a complex process
result of the interaction between genes involved in sexual
development (genetic and epigenetic characteristics) and
the mechanisms by which environmental modifiers can
induce phenotypic changes. It often depends on species-
specific processes and the culture system. Therefore,
technological innovations that successfully control sex in
one species are certainly not guaranteed to work in another.
As a result, the first approach is manual or automatic sex
detection and selective removal of individuals. The second
step is the successive research on various technological
approaches to produce monosex populations for culture
(e.g., exogenous hormone treatment, chromosome ploidy
manipulation, molecular tools, or hybridization) (Budd
etal., 2015).

None evident sexual dimorphism has been
discovered in the cobia culture, and early sexual maturation
in floating cages is a problem as it reduces the feed
conversion rate and generates an additional cost (Fontaine
et al., 1997; Leclercq et al., 2010; Cervifio, 2014). In this
species, and in others that are yet to reach industrial-scale
production, elucidation of sex differentiation remains a
key area of applied research (Budd et al., 2015).

Morphometry is the description, analysis, and
quantitative interpretation of the shape and its variation
between samples (Adams et al., 2004; Zelditch et al.,
2004), whose results can be interpreted in terms of
geometry, morphology, sexual dimorphism, environment,
genetic differences, and/or microevolution, among others
(Hammer, 2002; van de Wouw et al., 2003).

Traditional morphometric is the study of shape
based on lengths and angles on individual specimens,
whereas geometric morphometric is based on anatomical
landmarks. An anatomical landmark is a reference point
that can be recognized in all the specimens to be compared.
They are located in a way that is easy to recognize (e.g.,
on the juxtaposition of tissues, demarcating conspicuous
internal structures, or maximums of curvature), and
describe the shape of the structure to be compared,
avoiding the overinfluence of any of them (Bookstein,
1991). Morphological landmarks are placed on digitalized
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de reconocer (e.g., en la yuxtaposicion de tejidos, demarcando
estructuras internas conspicuas o maximos de curvatura) y
describen la forma de la estructura a comparar, evitando la
sobreinfluencia de cualquiera de ellos (Bookstein, 1991). Los
referentes morfoldgicos se ubican en imagenes digitalizadas
de especimenes y se transforman en coordenadas en un plano
bidimensional usando algoritmos matematicos. Por ende,
cualquier variacion relacionada con la posicion, orientacion
y escala de la imagen se elimina por medio de software de
computadora. Se pueden encontrar diferencias en lo que
respecta a la forma de los organismos o entre promedios de
grupos diferentes (Kendall, 1989; Rohlf, 1990; Marcus ef al.,
1993; Adams et al., 2004; Zelditch et al., 2004; Calle et al.,
2008). Esta investigacion tuvo como objetivo determinar
el dimorfismo sexual de R. canadum usando morfometria
tradicional y geométrica.

MATERIALES Y METODOS

El material bioldgico crecio en el Centro Colombiano
de Investigacion en Acuacultura (CENIACUA), ubicado
en el departamento de Bolivar, Colombia (10°34°16,7”N
75°30°40,6”W). En total, se usaron 57 peces sanos del
cultivo, seleccionados al azar. Fueron sacrificados por asfixia,
removiendo la fuente de oxigeno del tanque en el que estaban
almacenados, y después fueron preservados en un refrigerador
a -20 °C. La longitud de horquilla promedio fue de 45,78 cm
(min = 28,4 cm; max = 71,9 cm), con edad minima de cuatro
meses y maxima de 12 meses. Se excluyeron cuatro muestras
debido a que la forma se vio comprometida por factores
externos.

Morfometria tradicional

Las variables morfométricas utilizadas se basaron
en Gandhi et al. (2013) y fueron escaladas dividiendo cada
una entre la longitud estandar de cada pez. Las variables
medidas (Figura 1) fueron: longitud de horquilla (¥7), longitud
estandar (S7), longitud de aletas ventrales (VF) y pectorales
(PF), diametro de los ojos (£d), separacion de fosas nasales
(nm), distancia entre la hendidura del labio superior (uL) y
la insercion de la aleta caudal (CF), distancia entre ul y el
extremo anterior de la boca (Ma), separacion entre uL y la
insercion inferior de la aleta pectoral (iPF), distancia entre ul y
la insercion superior de la aleta pectoral (sPF), distancia entre
iPF'y sPF (isPF), distancia entre la fosa nasal (n) y uL, longitud
desde VF hasta Ma, distancia entre las inserciones posteriores
de la aleta ventral (ppVF), distancia entre las inserciones
(posteriores y anteriores) de una VF (paVF), distancia entre
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images of specimens and transformed into coordinates in
a two-dimensional plane using mathematical algorithms.
Hence, any variation related to the position, orientation,
and scale of the image, is eliminated by computer software.
Differences can be found with regards to the shape of
the organisms or between averages of different groups
(Kendall, 1989; Rohlf, 1990; Marcus et al., 1993; Adams
et al., 2004; Zelditch et al., 2004; Calle et al., 2008). This
research aimed to determine the sexual dimorphism of R.
canadum using traditional and geometric morphometry.

MATERIALS AND METHODS

The biological material was growing at the
Colombian Center of Investigation for Aquaculture
(CENIACUA), located in the Bolivar department,
Colombia (10°34’16.7°N 75°30°40.6”W). In total, 57
healthy fish randomly selected from the culture were used.
They were sacrificed by asphyxia, removing the oxygen
supply from the tank in which they were being kept,
and then were preserved in a refrigerator at -20° C. The
average fork length was 45.78 cm (Min = 28.4 cm; Max
= 71.9 cm.), with a minimum age of four months and a
maximum of twelve months. Four samples were excluded
due to shape compromised by external factors.

Traditional morphometric

The morphometric variables used were based
on Gandhi et al. (2013) and escalated by dividing each
variable by the standard length of each fish. The variables
measured were (Figure 1): fork length (F/), standard
length (S7), length of ventral (VF) and pectoral (PF) fins,
eye diameter (Ed), separation of nostrils (nn), distance
between the cleft of the upper lip (L) and insertion of
the caudal fin (CF), distance between uL and the mouth
anterior end (Ma), separation between uL and the inferior
insertion of the pectoral fin (iPF), distance between ul
and superior insertion of the pectoral fin (sPF), distance
between iPF and sPF (isPF), distance between the nostril
(n) and ul, length from VF to Ma, distance between
posterior insertions of the ventral fin (ppVF), distance
between the insertions (posterior and anterior) of one VF
(paVF), distance between the head dorsal insertion (Hd)
and anterior insertion of the dorsal fin (aDF), and distance
between the eye (E) and sPF. In the operculum, three
anatomical semi-landmarks were selected, Op,, Op, and
Op,. Based on these, the distances between Op, and uL,
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ul-sPF

ulL-iPF

ul-CF

Figura 1. Siete de las 24 medidas y cuatro puntos tomados de los
especimenes utilizados en este estudio. En la figura, las abreviaciones
son uL: hendidura de labio superior; Ma: extremo anterior de la boca; CF:
aleta caudal; iPF: insercion inferior de la aleta pectoral; sPF: insercion
superior de la aleta pectoral; E: ojo; PF: distancia entre iPF y sPF; Opl,
2, 4: hendidura cerca al opérculo; n: fosas nasales, HD: insercion dorsal
de la cabeza, aDF" insercion anterior de la aleta dorsal.

la insercion dorsal de la cabeza (Hd) y la insercion anterior de
la aleta dorsal (aDF), y la distancia entre el ojo (£) y sPF. En
el opérculo, se seleccionaron tres semi-referentes anatdmicos:
Op,, Op,y Op,. Basado en estos, se analizaron las distancias
entre Op, y uL, Op,y sPF, Op,y Hd, Op,y uL, Op, y uL, Op,
ysPFyOp,yiPF.

Morfometria geométrica

Los referentes anatomicos se escogieron siguiendo los
criterios de Corti y Crosetti (1996) y Zelditch et al. (2004). En
total, se colocaron doce referentes en las fosas nasales (L)), la
hendidura del labio superior (L, = ul), la segunda hendidura
cerca al opérculo (L; = Op,), la insercion posterior de la aleta
anal (L,), la insercion posterior de la aleta dorsal (L), la cuarta
hendidura cerca al opérculo (L, = Op,), la insercion de la aleta
ventral (L), la insercion superior de la aleta pectoral (L, = sPF),
la primera vértebra de laregion dorsal (L ) y la insercion anterior
de las aletas dorsales y anales (L,;, L,,). Un pseudo-referente
se ubicd en la interseccion entre margen posterior del ojo y la
linea transversal entre L, y L; (L,) (Figura 2). Estos referentes
fueron digitalizados y convertidos a coordenadas en un plano
bidimensional usando el software psDig de Rohlf (disponible
en https://life.bio.sunysb.edu/ee/rohlf/software.html).

ul-Ma
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Figure 1. Seven of the 24 measurements and four points taken from the
specimens used in this study. In the figure the abbreviations are uL: cleft
of the upper lip; Ma: mouth anterior end; CF: Caudal fin; iPF: inferior
insertion of the pectoral fin; sPF: superior insertion of the pectoral fin;
E: eye; PF: distance between iPF and sPF; Opl, 2, 4: cleft near to the
operculum; z: nostrils, AD: head dorsal insertion, aDF’: anterior insertion
of dorsal fin.

Op, and sPF, Op, and Hd, Op, and uL, Op, and uL, Op, and
sPF and Op, and iPF were analyzed.

Geometric morphometric

The anatomical landmarks were chosen following
the criteria of Corti and Crosetti (1996) and Zelditch et al.
(2004). In total, 12 landmarks were placed on: the nostrils
(L)), cleft of the upper lip (L,= ulL), second cleft near to
the operculum (L; = Op,), posterior insertion of anal fin
(L,), posterior insertion of dorsal fin (L;), fourth cleft near
the operculum (L, = Op,), insertion of the ventral fin (Ly),
superior insertion of pectoral fin (L, = sPF), first spine
of the dorsal region (L,,), and anterior insertion of dorsal
and anal fins (L,, L,,). A pseudo-landmark was located on
the intersection between the posterior margin of the eye
and the cross-line between L, and L; (L,) (Figure 2). These
landmarks were digitalized and converted to coordinates
on a two-dimensional plane using tpsDig software by
Rohlf (available in https://life.bio.sunysb.edu/ee/rohlf/
software.html).

For images, specimens were fixed using pins and
positioned on the same side so that all fins were extended
and the mouth was closed. Approximately ten pictures were
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Figura 2. Referentes anatomicos (circulos abiertos) establecidos para el
analisis de morfometria geométrica.

Para la toma de imagenes, los especimenes fueron
fijados usando pines y ubicados en el mismo lado, de manera
que todas las aletas estuvieran extendidas y la boca cerrada.
Se tomaron aproximadamente 10 fotos por espécimen,
Unicamente con cambios pequeiios en la posicion de las aletas
y lainclinacion de la cabeza y el abdomen. Todas las imagenes
del mismo individuo fueron comparadas y se eligieron para
inclusion aquellas que demostraban posiciones idénticas.

Se utilizé un Analisis de Procrustes Generalizado
(APG) para procesar la matriz de coordenadas de los
referentes, superponiendo las configuraciones de todos los
individuos ajustadas al tamafio del centroide (raiz cuadrada de
la suma de distancias, al cuadrado, desde cadareferente hasta el
centroide). El APG utiliza los criterios de cuadrados minimos
para obtener la superimposicion 6ptima, evitando variaciones
no relacionadas con la forma. Las superimposiciones se
usaron para calcular los componentes de deformacion relativa
utilizados en los analisis estadisticos. El APG también calcula
una configuracion de consenso (promedio) que resume las
configuraciones de todos los referentes, permitiendo describir
y comparar la forma promedio del espécimen y/o sus grupos
(Rohlf, 1990; Adams et al., 2004; Zelditch et al., 2004; Calle
et al., 2008). Este analisis se llevo a cabo usando el software
TpsRelw de Rohlf (disponible en https:/life.bio.sunysb.edu/
ee/rohlf/software.html).

Determinacion del sexo

Los especimenes fueron sexados por observacion
directa de las gonadas (Holden y Raitt, 1974). Se realizod
una incision en forma de L entre el ano y las aletas ventral y
pectoral; el tejido se estird hasta que se observaron las génadas
desde la insercion de la aleta dorsal y sobre el intestino. Los
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Figure 2. Anatomical landmarks (open circles) established for the
geometric morphometric analysis.

taken per specimen, with only small changes in fin position
and the head and abdomen’s inclination. All images of the
same individual were compared, and those demonstrating
identical positioning were chosen for inclusion.

A Generalized Procrustes Analysis (GPA) was
used to process the coordinates matrix of the landmarks,
superimposing all individuals’ configurations adjusted
to the size of the centroid (square root of the sum of the
distances, squared, from each landmark to the centroid). The
GPA uses the minimal squares criteria to obtain the optimal
superimposition, avoiding the variations not related to the
form. The superimpositions were used to calculate the
relative warps components used in the statistical analyzes.
GPA also calculate a consensus (average) configuration
that resume all landmarks configurations’, allowing to
describe and compare the average form of the specimen
and/or groups of them (Rohlf, 1990; Adams et al., 2004;
Zelditch et al., 2004; Calle et al., 2008). This analysis was
performed using Rohlf’s TpsRelw software (available on
https://life.bio.sunysb.edu/ee/rohlf/software.html).

Sex determination

The specimens were sexed by direct observation
of the gonads (Holden and Raitt, 1974). An L-shaped
incision was cut between the anus and ventral and pectoral
fin; the tissue was stretched up until the gonads were
observed from the insertion of the dorsal fin and over the
intestine. Fish with small gonads and tubular appearance
were considered male, and those with larger, wide, and flat
ones were considered females.
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peces con gonadas pequefias y apariencia tubular fueron
considerados machos, y aquellos con gonadas mas grandes,
anchas y planas fueron considerados hembras.
Analisis estadistico

En el caso de la morfometria tradicional, para
cada sexo, la distribucion normal de los datos fue probada
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (p < 0,05); la
independencia de variables, trazando cada variable hasta su
pareja; y la homogeneidad de variaciones, por medio de la
prueba de Levene (p > 0,05). Se usd una prueba t de Student
para muestras independientes (p < 0,05) con el objetivo
de determinar diferencias significativas entre sexos. Cada
variable biométrica se consideré como independiente, y cada
sexo como variable dependiente. Se calculd una correlacion
lineal, y se hizo un analisis discriminante usando las variables
con diferencias significativas y sin correlacion cruzada.
El anélisis discriminante se validdé de forma cruzada, y se
calcularon las funciones lineales discriminantes, el cuadrado
de la distancia entre grupos y el porcentaje de clasificacion
adecuada.

En la morfometria geométrica, los datos del APG
se utilizaron para identificar cuales referentes anatdomicos
daban mas informacién sobre la forma de la cobia y para
hacer un segundo analisis discriminante por medio de las
deformaciones relativas como variables independientes.
Se calcul6 el porcentaje de clasificacion adecuada, y cada
coordenada de los referentes se transformé en un unico
valor, multiplicdndolos unos con otros. Se calculd, ademas,
la correlacion entre la funcién discriminante y los referentes
transformados, y aquellos que tenian la correlacion mas alta
con la funcion fueron analizados. El dimorfismo sexual se
expresd como una ecuacion lineal de variables biométricas y
una imagen de los vectores de las geométricas.

RESULTADOS

Morfometria tradicional

Con base en la observacion directa de las
gonadas, 56,14 % de los individuos fue identificado como
hembras y 43,86 % como machos. Después de corroborar
la independencia de las variables, la normalidad, y la
homocedasticidad (p > 0,05), la prueba t de Student mostro6
que E — sPF, paVFE ul — sPF, n—ulL, sPF — Op, y paVF eran
significativamente diferentes entre sexos (p < 0,05; Tabla
1). Estas variables resumen la informacion sobre los ojos,
boca, opérculo y las aletas ventral y pectoral, y no estaban
correlacionadas las unas con las otras (p < 0,05), lo cual las
hace aptas para el analisis discriminante.
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Statistical Analysis

In the case of traditional morphometry, for
each sex, the data’s normal distribution was proved by
Kolmogorov-Smirnov’s test (p < 0.05), the independence
of variables by plotting each pair of variables to each
other, and the homogeneity of variances were verified by
Levene’s test (p > 0.05). A Student’s t-test for independent
samples (p < 0.05) was used to determine significant
differences between sexes. Each biometric variable was
deemed as independent, and sex as a dependent variable. A
linear correlation was calculated, and discriminant analysis
was made using the variables with significant differences
and without cross-correlation. The discriminant analysis
was cross-validated, and the discriminant linear functions,
the squared distance between groups, and the percentage
of proper classification were calculated.

the GPA data
were used to identify which anatomical landmarks

In geometric morphometry,

give more information on Cobia’s form and make a
second discriminant analysis using the relative warps
as independent variables. The percentage of proper
classification was calculated, and each coordinate of the
landmarks was transformed into a single value multiplying
them to each other. A correlation between the discriminant
function and landmarks transformed was calculated, and
the landmarks with the highest correlation with the function
were analyzed. The sexual dimorphism was expressed as a
linear equation of biometric variables and an image of the
geometric ones’ vectors.

RESULTS

Traditional Morphometry

Based on direct observation of gonads, 56.14 %
of individuals were identified as females and 43.86 % as
males. After corroborating the independence of variables,
normality, and homoscedasticity (p > 0.05), the Student’s
t-test showed that £ — sPFE, paVF, ulL — sPF, n — uL, sPF —
Op,, and paVF were significantly different between sexes
(p < 0.05; Table 1). These variables summarize information
about the eyes, mouth, operculum, pectoral, and ventral
fins, and did not correlate with each other (p < 0.05), being
eligible for the discriminant analysis.
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Tabla 1. Estadisticas descriptivas de probabilidades de la prueba t de Table 1. Descriptive statistics and probabilities from Student’s t-test
Student (n=57). Ver Figura 1 para la descripcion completa de las variables. (n=157). See Figure 1 for the full description of the variables.
Variables Sexo / Sex Media / Mean | Desviacion estindar / Standard deviation | Valor t/t-value | FD./DF. [ Valor p/P-value
Macho / Male 12.23 1.20
E - sPF 4.11 55 0.00
Hembra / Female 11.02 0.94
Macho / Male 15.98 0.86
uL — sPF 3.10 55 0.00
Hembra / Female 15.25 0.88
Macho / Male 6.24 0.75
Opl - sPF 3.11 55 0.00
Hembra / Female 5.64 0.69
Male 4.49 0.76
paVF 2.17 55 0.03
Female 4.08 0.63
Este analisis discriminante validado de forma The discriminant analysis cross-validated with
cruzada con variables biométricas agrup6 correctamente a biometric variables correctly grouped 75.4 %, it has a
75,4 %. Tiene un cuadrado de la distancia entre grupos de squared distance between groups of 2.18. As long as the
2,18. Mientras el valor de la primera funcién discriminante value of the first discriminant function (I) is lower than the
(D sea mas bajo que el segundo (II), el individuo serad second one (II), the individual will be classified as male,
clasificado como macho. Si I es mas alto que 11, el individuo and if it is greater than II, as a female.

es considerado como hembra. .. .
Discriminant functions:

Funciones discriminantes:

I. 5.41 (E-sPF) + 18.08 (uL-sPF) - 0.52 (sPF-Op,) +
I. 5,41 (E-sPF) + 18,08 (uL—-sPF) - 0.52 (sPF-Op,) + 8,79 8.79 (paV'F) - 195.63

(paV'F) - 195,63 11.4.42 (E-sPF) + 18.02 (uL-sPF) - 1.29 (sPF-Op,) +

11. 4,42 (E—sPF) + 18,02 (uL—-sPF) - 1,29 (sPF-Op,) + 7,63 7.63 (paVF) - 173.78

(paVF)-173,78 Geometric morphometry

Morfometria geométrica Generalized Procrustes analysis calculated 20

El APG calculé 20 deformaciones relativas de relative warps of shape-variation. The landmarks 7.2,
variacion de forma. Los referentes 7, 2 y 9 contribuyeron mas and 9 contributed higher to relative warps: 29 % of the
a las deformaciones relativas: 29 % de la contribucion para el contribution for the landmark 7.22 % for landmark 2, and
referente 7, 22 % de la contribucion para el referente 2y 15 % 15 % for landmark 9. The discriminant analysis cross-
para el referente 9. El analisis discriminante validado de forma validated based on the principal axes of shape variation
cruzada con base en ejes principales de variacion de forma (relative warps) grouped 82.7 % of individuals correctly
(deformaciones relativas) agrupé a 82,7 % de los individuos (Figure 3). The transformed variables (the product of each
(Figura 4). Las variables transformadas (el producto de las landmark’s two-dimensional coordinates) explained the
coordenadas bidimensionales de cada referente) explicaron el 97.6 £ 0.01 % of its variation.

0 o
97,6 +0,01 % de su variacion. Landmarks 9 and 7 had higher combined

Los referentes 9 y 7 tuvieron correlaciones intragroup correlations with the discriminant function than
intragrupales combinadas mas altas con la funcion the other landmarks. Aligning the males’ consensus with
discriminante que los otros referentes. Si se alinean el the females’ and analyzing the variation of shape, L, is the
consenso de los machos con el de las hembras y se analiza la landmark with a higher difference between sexes (Figure

variacion de forma, L,es el referente con la mayor diferencia 4). Females have an angle of 135.35 £ 7.01 ° and males
entre sexos (Figura 3). Las hembras tienen un angulo de 141.92 £ 8.60 ° between L9 and L7 with origin in L3. The
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Figura 3. Variacion de los vectores de la forma de las hembras con respecto
al consenso de la configuracién de los machos. Las lineas representan

la posicion de los referentes en el consenso de la configuracion de las
hembras.
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Figure 3. Variation vectors’ of females’ shape with respect to the
consensus configuration of males. Lines represent the position of the
landmarks in the consensus configuration of females.
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Figura 4. Histograma de valores discriminantes para cada sexo basado
en deformaciones relativas (barras llenas para machos y barras abiertas
para hembras).

135,35 = 7,01 ° y los machos de 141,92 + 8,60 ° entre L9
y L7 con origen en L3. La diferencia entre estos angulos es
significativa (p = 0,004), lo cual indica que las posiciones del
ojo y la aleta pectoral son importantes para el dimorfismo
sexual en la cobia.

DISCUSION

Las relaciones morfologicas estudiadas permitieron
asignar correctamente los sexos en 75 % de los especimenes
analizados. Existen individuos en poblaciones naturales
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Figure 4. Histogram of Discriminant Values for each sex based on
relative warps. Filled bar for males and Open bar for females.

difference between these angles is significant (p = 0.004),
indicating that the eye and pectoral fin positions are
important for sexual dimorphism in Cobia.

DISCUSSION

The studied morphological relations allowed
to assign the sexes correctly in 75 % of the analyzed
specimens. There are individuals in natural populations
whose characteristics are very similar to the opposite
sex, or there are little differences between sexes, causing
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cuyas caracteristicas son muy similares a las del sexo
opuesto, o hay pocas diferencias entre sexos, lo que
hace que el porcentaje de asignacion correcta en andlisis
discriminantes rara vez alcance 100 %. Esto puede deberse
a que el fenotipo de los individuos depende de su sexo y de
factores ambientales, genéticos y sociales (Marquez, 1995;
Sanabria ef al., 2011; Peckmann et al., 2015; U-Yong et al.,
2015; Jonsdoéttir et al., 2016).

En los analisis de morfometria geométrica, el 23 %
cuyo sexo no fue determinado puede ser también el resultado
de un error en el posicionamiento de los peces al momento de
tomar imagenes. Sin embargo, dado que la covarianza/matriz
de varianza es igual en todos los grupos, el analisis no pierde
validez. Los porcentajes de asignacion correcta en el analisis
discriminante basado en distancias (75,4 %) y en morfometria
geométrica (82,7 %), ademds de la carencia de los efectos
perturbadores de la edad usados en esta investigacion (4-12
meses), hacen que esta técnica sea 1til en la acuacultura de
cobia y otras especies (Bonino y Donadio, 2010; Peckmann
et al.,2015; U-Yong et al., 2015; Jonsdottir et al., 2016).

Los referentes ubicados en la cobia pueden ser
usados para sexar individuos con base en algoritmos de
reconocimiento en peces. Actualmente se estd desarrollando
un método para determinaciones en peces como Sebastes
constellatus, S. levis, S. miniatus, S. rubrivinctus, y
Prognathodes falcifer por medio del andlisis automatizado
de capturas fotograficas. Sin embargo, atin no es claro cuales
algoritmos son los mejores, y no hay ninguna base de datos
con informacién suficiente para hacerlos (Dujardin et al.,
2010; Matai et al., 2012; Williams et al., 2012; NOAA, 2013;
Dujardin ef al., 2014). La cantidad necesaria de informacion
para diferenciar especies es mas grande que la que se necesita
para distinguir entre los sexos de una. Por lo tanto, desarrollar
este tipo de técnica para sexar individuos es ciertamente

alcanzable y no deberia ser complicado.

Elnivel de distincion de sexo obtenido en este estudio
podria incrementar la eficiencia de la acuacultura marina de
cobia en un solo sexo en jaulas en el Caribe colombiano, lo
cual incrementaria su rentabilidad.

CONCLUSION

Las variables biométricas que pueden usarse como
dimorfismo sexual son E —sPF, VF'y Op,— Hd. Los referentes
en el ojo y la aleta pectoral son las fuentes mas precisas para
extraer informacion sobre el sexo. Visualmente, la diferencia
entre sexos puede verse en cabezas mas pequefias y un
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the percentage of correct assignation in discriminant
analyses rarely reach 100 %. This could be because of the
phenotype of the individuals being dependent on their sex
and environmental, genetic, and social factors (Marquez,
1995; Sanabria et al., 2011; Peckmann et al.,2015; U-Yong
et al., 2015; Jonsdottir et al., 2016).

In geometric morphometrics analyses, the 23 %
not accounted for by sex could also result from an error in
the position of the fish when taking the images. However,
because the covariance - variance matrix is equal through the
groups, the analysis does not lose validity. The percentages
of correct assignation in the discriminant analysis based on
distances (75.4 %) and geometric morphometrics (82.7 %),
in addition to the lack of a disturbing effect of age used in
this research (4 — 12 months), makes this technique useful
in the aquaculture of cobia and other species (Bonino and
Donadio, 2010; Peckmann et al., 2015; U-Yong et al.,
2015; Jonsdéttir et al., 2016).

The landmarks located on the cobia can be used for
sexing individuals based on recognizing algorithms in fish.
Currently, a way to determine a certain fish like Sebastes
constellatus, S. levis, S. miniatus, S. rubrivinctus, and
Prognathodes falcifer is being developed the automatized
analysis of photographic capture. However, it is not yet
clear which algorithms are best, and there is no database
with enough information to make it (Dujardin et al.,
2010; Matai et al., 2012; Williams et al., 2012; NOAA,
2013; Dujardin ef al., 2014). The amount of information
necessary to differentiate species is larger than that needed
to separate one species’ sexes. Therefore, developing
this type of technique for sexing individuals is certainly
achievable and should not be complicated.

The level of sex separation obtained in this
study could increase the efficiency of monosex marine
aquaculture of cobia in cages in the Colombian Caribbean,
increasing their profitability.

CONCLUSION

The biometric variables that can be used as sexual
dimorphism are £ — sPF, VF, and Op,— Hd. Landmarks
on the eye and pectoral fin are the most accurate sources
to extract information about the sexes. Visually the
difference between sexes can be seen as narrower heads
and larger space and the narrower angle between the eyes
and pectoral fin for females.
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espacio mayor, asi como en un angulo mas estrecho entre los
ojos y la aleta pectoral para las hembras.
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