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Resumen de la tesis que presenta Ana Yonory Castillo Pdez como requisito parcial para la obtencion del
grado de Doctor en Ciencias en Ecologia Marina

Influencia del comportamiento reproductivo en la distribucién de la variabilidad genética en la guitarra
rayada, Zapteryx exasperata en el Pacifico mexicano

Resumen aprobado por:

Dr. Axayacatl Rocha Olivares
Director de tesis

La identificacion de las barreras fisicas y biolégicas que producen una heterogeneidad en la distribucién
de la variabilidad genética es relevante para comprender los mecanismos de conectividad vy
diferenciacién poblacional. El objetivo principal de este trabajo fue evaluar si los comportamientos
reproductivos, como la paternidad multiple y la filopatria reproductiva femenina, actian como barreras
biolégicas y contribuyen en la diferenciacion poblacional que la guitarra rayada Zapteryx exasperata
presenta en el norte del Pacifico mexicano. Para esto, se caracterizaron e identificaron marcadores
moleculares polimdrficos tanto de herencia matrilineal (ADN mitocondrial), como biparental
(microsatélites nucleares) y fueron utilizados en analisis filogenéticos, filogeograficos, de estructura
poblacional y de paternidad. En primera instancia, se encontrd que la guitarra rayada se ha identificado
erroneamente, puesto que el caracter diagndstico mas conspicuo (coloracién) que distingue a las
especies del género es plastico. Se identificaron tres poblaciones diferenciadas genéticamente, una en
Sonora, otra en Sinaloa y una mas en la costa occidental de Baja California. Si bien existié una marcada
estructura poblacional matrilineal, los analisis estadisticos no detectaron filopatria reproductiva
femenina. Sin embargo, si se encontrd paternidad multiple y aislamiento por distancia. Estos resultados
son relevantes para la conservacion de la guitarra rayada, puesto que la especie estd sujeta a una
elevada mortalidad por pesca y pueden ser la base para el disefio de politicas para el manejo de este
batoideo y especies con historias de vida e intervalos de distribucién similares. Las normativas oficiales
mexicanas para la pesca responsable de este grupo de peces, deberian de considerar las caracteristicas
bioldgicas intrinsecas de cada especies como las evaluadas en este estudio, para un manejo pesquero
adecuado.

Palabras clave: Género Zapteryx, marcadores moleculares, filogenia, diferenciacion poblacional,
sistemas de apareamiento



Abstract of the thesis presented by Ana Yonory Castillo Pdez as a partial requirement to obtain the
Doctor of Science degree in Marine Ecology

Influence of the reproductive behavior in the distribution of genetic variability of banded guitarfish,
Zapteryx exasperata in the Mexican Pacific

Abstract approved by:

Dr. Axayacatl Rocha Olivares
Thesis Director

Identifying the physical and biological barriers that produce heterogeneity in the distribution of genetic
variability is relevant to understand the mechanisms of connectivity and population differentiation. The
main goal of this study was to determine if reproductive behaviors such as multiple paternity and female
reproductive philopatry act as biological barriers and contribute to the population differentiation that
the banded guitarfish Zapteryx exasperata presents in the northern Mexican Pacific. To do this, |
identified and characterized both matrilineal (mitochondrial DNA) and bi-parental (nuclear
microsatellites) inherited polymorphic genetic markers, which were used in phylogenetic,
phylogeographic, population structure and paternity analyses. | found that the banded guitarfish has
been misidentified because the most conspicuous diagnostic character (coloration) appears to be plastic
in species of the genus Zapteryx. Three genetically differentiated populations were identified in Sonora,
Sinaloa and one in the western coast of Baja California. Although there was a strong matrilineal
population structure, statistical analyses did not detect female reproductive philopatry; however,
multiple paternity and isolation by distance were documented. These results are relevant for the
conservation of the banded guitarfish because of its high fishing mortality, as they can be the basis for
the design of management policies of this batoid and of other species with similar life histories and
distribution ranges. Mexican official regulations for responsible fishing of batoids should take into
consideration species-specific intrinsic characteristics such as the ones analyzed here.

Keywords: Genus Zapteryx, molecular markers, phylogeny, population differentiation, mating systems
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Representacién circular de la organizacién del mitogenoma de Z. exasperata. Los
colores representan los diferentes tipos de genes. El sentido de las flechas indican
la orientacién de los genes y la ubicacidn de las flechas (arriba o abajo) depende
de la hebra en donde se encuentra el gen ya sea en la pesada o ligera. .....................

Ubicacidn de las cuatro repeticiones en tdandem encontradas en la secunda regién
no codificante en el mitogenoma de Z exasperata. Los numeros indican la
posicion de la base en relacion a todo el genoma. ........ccccvviiiieeeiee e,

Morfotipos de los peces guitarras del género Zapteryx. a) Z. exasperata del Estero
del Soldado, Sonora y b) Z. xyster de Sinaloa. Notese la presencia de ocelos en la
superficie dorsal de Z. xyster (flechas rojas). L, longitud del disco; W, ancho del
disco. Un tercer morfotipo se encontré en muestras de Oaxaca (n = 5), pero no
hay registro fotografico disponible (ver texto para mas detalles). ........ccccovvvveeeeeeennnn.

Frecuencia de los haplotipos (ND2, RNC) y alelos (RAG1) en el pez guitarra del
género Zapteryx del Pacifico Mexicano. (En paréntesis el tamafio de la muestra;
PSC, Puerto San Carlos; PC, Punta Canoas; PSM, Punta Santa Maria; LM, Laguna
Manuela; Sl, San Ignacio; BM, Bahia Magdalena; SF, San Felipe; AB, Bahia los
Angeles; MU, Mulegé, LP, La Paz; BK, Bahia Kino; ES, Estero El Soldado; SN,
Sinaloa; OA, Oaxaca; PCBC, Costa Pacifica de Baja California; GC, Golfo de
California; CP, Pacifico Central; GT, Golfo de Tehuantepec).......ccccceeeeeeeeeiiiccnvnnveenennn.

Reconstruccién filogenética bayesiana de genes mitocondriales concatenados
(ND2, RC y RNC) de los peces guitarra del género Zapteryx del Pacifico mexicano.
Los nodos son soportados con probabilidades posteriores. Morfotipos: 1 sin
ocelos dorsales, 2 con ocelos dorsales, 3 nuevo morfotipo no descritos con
manchas dorsales y el disco mas largo que ancho...........cccccvveeeeeieiiiicccciiniieeeeee e,

Reconstruccién filogenética bayesiana de alelos RAG1 de los peces guitarra del
género Zapteryx del Pacifico mexicano. Los nodos son soportados con
probabilidades posteriores. Morfotipos: 1 sin ocelos dorsales, 2 con ocelos
dorsales, 3 nuevo morfotipo no descritos con manchas dorsales y el disco mas
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Distribucion haplotipica de loci mitocondriales (ND2, RNC y CAT - concatenacién
de ND2, RC y RNC) y del gen nuclear RAG1 de Z. exasperata. El color blanco
representa haplotipos privados para la localidad. Datos individuales de RC no se
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Capitulo 1. Introduccion general

El estudio del comportamiento reproductivo se centra en los eventos y acciones que estan directamente
involucrados en el proceso por el cual un organismo genera al menos un descendiente. Incluye varias
areas de investigacion que tratan de entender el sesgo en la proporcidon de sexos de la descendencia, el
parasitismo de los nidos, el cuidado parental, el cortejo, los sistemas de apareamiento y la filopatria
(Emlen y Oring, 1977). Recientemente, los marcadores moleculares se han utilizado para estudiar las
conductas reproductivas particularmente en especies donde la observacién directa es dificil o imposible

de llevar a cabo (Freeland et al., 2011).

Un marcador molecular es un fragmento de ADN, ARN o proteina que esta asociado a una ubicacién
determinada dentro del genoma. El ADN mitocondrial es haploide (cada mitocondria posee multiples
copias de un mismo cromosoma circular), no se recombina y se hereda matrilinealmente en la mayoria
de las especies (a excepcién de algunos moluscos) y tipicamente se presenta en estado clonal como una
sola secuencia o haplotipo por individuo (homoplasmia). Debido a estas caracteristicas y a que posee
regiones con bajas y altas tasas evolutivas, el ADN mitocondrial es util para estudiar procesos
macroevolutivos, como la reconstruccién filogenética y microevolutivos, como la diferenciacion
poblacional. EI ADN nuclear a diferencia del ADN mitocondrial presenta recombinacidon y tiene
informacion genética de ambos padres, dado que es de herencia biparental. Los microsatélites son
secuencias de ADN en las que un fragmento (de uno a seis pares de bases) se repiten de manera
consecutiva, se encuentran en regiones codificantes y no codificantes de los genomas eucariotas, son
altamente polimérficos, se segregan de manera mendeliana, son codominantes y se piensa que la
mayoria son selectivamente neutros, por dichas caracteristicas han sido fundamentalmente utilizados

para estudios de estructura poblacional y parentesco (Renteria, 2007).

1.1 Sistemas de apareamiento y filopatria

Los analisis de paternidad permiten corroborar o determinar el sistema de apareamiento de una especie,
a partir de la informacién genética que se obtiene de la camada de una hembra (Parker et al., 1998;
Freeland et al.,, 2011). Una especie mondégama se denomina cuando en un ciclo reproductivo un
individuo se aparea exclusivamente con su pareja, mientras que una especie poligama un individuo

puede tener varias parejas en la misma época reproductiva. Por ejemplo, en un sistema de



2
apareamiento poliandrico la hembra se aparea con varios machos en la misma temporada de
reproduccion (Emlen y Oring, 1977). La paternidad multiple derivada del comportamiento poliandrico
puede tener ciertas ventajas adaptativas tales como incrementar la probabilidad de compatibilidad
genética, “seleccionar los mejores genes” y elevar la diversidad genética de la camada; de esta manera,
la hembra aumenta la probabilidad de que al menos uno hijo de la camada sobreviva a las condiciones
ambientales (Zeh y Zeh, 1997; DiBattista et al., 2008). A nivel poblacional, la paternidad multiple puede
reducir el tamafo efectivo poblacional y la diversidad genética, cuando existe una mayor variacion en el
éxito reproductivo de los machos, debido a que no todos contribuyen con el mismo nimero de crias
(Karl, 2008). Como consecuencia de la reduccién en el tamafio efectivo poblacional, aumentan tanto la

deriva génica, como la probabilidad de que las poblaciones se diferencien.

La paternidad multiple ha sido descrita en diferentes taxones, por ejemplo, el analisis de 70 nidos la
tortuga caguama (Careta careta), en Melbourne Beach, Florida, revelé que 22 nidos fueron fecundados
por mas de un padre, incluso seis de estos fueron engendrados por mas de dos. Moore y Ball Jr. (2002)
argumentan que la paternidad multiple de esta especie tiene ventajas sobre la poblacion. Si la
proporcién de sexos estd sesgada, las hembras pueden aparearse con el primer macho que encuentren
para garantizar la fecundacion, pero pueden aumentar la fertilizacion e incluso evitar la incompatibilidad
genética apareandose con otros machos, ademas de que la diversidad genética de la camada se eleva.
Sin embargo, en el pez viviparo Heterandria formosa la paternidad multiple tiene tanto costos como
beneficios para la poblacién. Ademas de evitar la incompatibilidad genética, las hembras que se aparean
con mas de un macho aumentan la probabilidad de fertilizacion. No obstante, los individuos de una
camada con paternidad multiple tardan mas tiempo en alcanzar la madurez sexual en comparacién con
las crias de una camada engendrada por solo un padre lo que implica un costo de la poliandria (Ala-

Honkola et al., 2011).

En los elasmobranquios la poliandria se ha estudiado en varias especies. Los batoideos Raja clavata y
Aetobatus narinari presentan paternidad multiple; por su parte, R. clavata es el elasmobranquio mas
promiscuo, puesto que todas las camadas analizadas presentaban mas de un padre (Chevolot et al.,
2007; Janse et al., 2013). En los tiburones este fendmeno ha sido mas investigado en comparacién con
los batoideos (Unicamente dos estudios). Sin embargo, no se saben los beneficios que tienen las hembras
al aparearse con mds de un macho. Se ha propuesto que la poliandria reduce la aptitud de la hembra,
puesto que la copula es agresiva, los machos sujetan a las hembras con la boca ocasiondandoles
mordidas, heridas, hematomas, infecciones en la cavidad vaginal, lo que les ocasiona una pérdida de

energia (DiBattista et al., 2008; Byrne y Avise, 2012). En el tiburén limén, Negaprion brevirostris, no se
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encontraron beneficios en la descendencia, puesto que las camadas poliandricas no tuvieron una mayor

supervivencia ni diversidad genética al compararlas con camadas monoandricas (DiBattista et al., 2008).

La filopatria se define como la tendencia de un individuo a permanecer o regresar a su area de
nacimiento o localidad adoptada (Greenwood, 1980). Existen dos tipos de filopatria, la natal y la
reproductiva. La filopatria natal se refiere a la tendencia de un individuo de permanecer o volver al lugar
exacto de nacimiento para reproducirse o desovar. Este es el caso de los salmdénidos del Pacifico
(Oncorhynchus spp.) que nacen en un rio determinado, migran al océano hasta alcanzar su madurez
sexual y posteriormente ambos sexos regresan al lugar donde nacieron para reproducirse (Dittman vy
Quinn, 1996). Este comportamiento también ha sido recientemente encontrado en condrictios, seis
hembras del tiburén limoén regresaron a parir (14 — 17) al mismo lugar donde nacieron en Bimini,

Bahamas (Feldheim et al., 2014).

La filopatria reproductiva se refiere al retorno de un animal al sitio de previa reproduccion para intentar
reproducirse nuevamente (Hueter et al., 2005). Puede ser que uno de los dos sexos sea mas filopatrico
qgue el otro. Por ejemplo, la filopatria reproductiva femenina es el comportamiento que involucra la
utilizacion de una misma area de crianza o reproduccion en épocas reproductivas consecutivas por parte
de las hembras (Greenwood, 1980; Tillett et al., 2012b). Una especie con una distribucién continua, pero
gue se segrega geograficamente para reproducirse, puede tener grupos reproductivos genéticamente
diferenciados (Chesser, 1991). Si las hembras utilizan la misma darea de crianza, pero se aparean con
machos que visitan varias areas de crianza, los marcadores nucleares permaneceran homogéneos entre
regiones, mientras que los marcadores mitocondriales divergiran entre dichas areas (Hueter et al., 2005;

Portnoy y Heist, 2012).

Las hembras del cachalote Physeter macrocephalus son filopatricas y regresan a las cuencas ocednicas
del Atlantico norte en la época reproductiva. Se encontré diferenciacién genética en el ADN mitocondrial
entre el Golfo de México, el Oeste del Atlantico Norte, el Mar Mediterraneo y el Mar del Norte, pero este
patrén no se encontré con ADN nuclear, sugiriendo que los machos son responsables del flujo genético a
escala ocednica entre los grupos sociales diferenciados matrilinealmente (Engelhaupt et al., 2009). En
tiburones costeros este comportamiento también se ha descrito (ver Chapman et al., 2015); por ejemplo,
Galeocerdo cuvier presenta diferenciacion poblacional en el Atlantico Occidental con el ADN
mitocondrial, pero no con el ADN nuclear. Una posible explicacion a este patrén es que las hembras

presentan filopatria reproductiva mientras que los machos se dispersan libremente por la cuenca
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oceanica manteniendo el flujo genético (Bernard et al., 2016). No obstante, este comportamiento

reproductivo no se ha investigado en batoideos (Flowers et al., 2016).

1.2 Estructura y conectividad poblacional

El conocimiento de la estructura genética poblacional permite identificar unidades reproductivamente
aisladas e inferir los procesos responsables de los patrones de la diferenciacion genética. Con ello es
posible entender los procesos microevolutivos y aplicar dicho conocimiento al manejo de los recursos
explotados. La diferenciacidén genética entre poblaciones puede deberse a la presencia de barreras fisicas
y bioldgicas y es el resultado de la interaccién de varios procesos evolutivos como la mutacion, la

seleccidon natural, la deriva génica y el flujo genético (Hellberg et al., 2002).

Tanto el flujo genético como el tamafio efectivo poblacional, son variables determinantes de los
patrones de variacion genética de las poblaciones (Hellberg et al., 2002; Dudgeon et al., 2012). Cuando el
flujo genético entre las poblaciones es alto, éstas evolucionan juntas, a menos que sea contrarrestado
por seleccién natural. Mientras que si el flujo genético es muy bajo, las poblaciones comienzan a divergir
por efectos de la deriva génica y se aislan reproductivamente generando linajes evolutivamente
independientes (Hellberg et al., 2002). De manera general, cuando el flujo genético y el tamafio efectivo
poblacional son pequefios, existen altas tasas de reclutamiento local, las poblaciones son cerradas y
genéticamente diferenciadas. Por el contrario, cuando el flujo genético y el tamario efectivo poblacional
son altos, las poblaciones son abiertas y genéticamente homogéneas. Entre estos modelos extremos, las
poblaciones pueden mostrar patrones de diferenciacion intermedios, como el modelo de aislamiento por
distancia, en el cual, entre mas alejadas se encuentran las poblaciones mas diferentes son (Hellberg et

al., 2002).

Las especies pelagicas de elasmobranquios que presentan una alta movilidad y una amplia distribucién,
pueden migrar a través de cuencas oceanicas mediante el movimiento activo de sus juveniles y adultos.
Estos movimientos han dado como resultado que individuos que habitan diferentes cuencas ocednicas
no presenten una diferenciacion poblacional, como es el caso del tiburén ballena Rhincodon typus, que
habita en las cuencas del Pacifico e indico (Castro et al., 2007). Por consiguiente, estas especies
presentan una baja heterogeneidad genética en comparacién con las especies de poca movilidad y
sedentarias como el tiburdn cebra Stegotoma fasciatum (Dudgeon et al., 2009). Las probabilidades de

gue ocurra un asilamiento reproductivo y como consecuencia, se produzca una especiacion, es mas
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comun en especies pequefias, bentdnicas, de poca movilidad y sedentarias (Duncan et al., 2006). Sin
embargo, no todas las especies de elasmobranquios, se apegan a este patron. Hay especies de gran
tamano y activas que presentan una heterogeneidad genética entre cuencas oceanicas, indicando que el
océano abierto es una barrera fisica que impide la conectividad de las poblaciones, como en el tiburén
martillo Sphyrna lewini que presenta diferenciacién genética en la cuenca del Pacifico (Duncan et al.

2006).

Para utilizar eficazmente la informacion genética en la conservacién de las especies se han utilizados dos
términos. La Unidad Evolutivamente Significativa (ESU por sus siglas en inglés) que se define como el
grupo de organismos o poblaciones que son reciprocamente monofiléticos en su ADNmt y que muestran
una divergencia significativa en la frecuencia alélica en los loci nucleares. Y las Unidades de Manejo (MUs
por sus siglas en inglés) son poblaciones con divergencia significativa de las frecuencias de los alelos en
los loci nucleares o mitocondriales, independientemente del caracter distintivo filogenético de los alelos.
Las ESU representan un componente importante del legado evolutivo de la especie, puesto que
incorpora la necesidad de conservar su potencial evolutivo a largo plazo. Dicho legado esta representado
por la variabilidad genética intraespecifica. Mientras que las MUs se centran mas en la estructura actual

de la poblacidn, las frecuencias de los alelos y los problemas de gestion a corto plazo (Moritz, 1994).

1.3 Biologia y distribucion de Zapteryx exasperata

La guitarra rayada Zapteryx exasperata pertenece al grupo de rayas comiUnmente conocidas como
guitarras, calificativo que se le otorga por la forma de su cuerpo. El género Zapteryx proviene del griego y
hace referencia a las aletas dorsales largas; exasperata es procedente del latin y significa rugoso o grueso

por las numerosas espinas estrelladas que forman una fila en la mitad dorsal (Ebert, 2003).

La guitarra rayada se caracteriza por tener el disco rdmbico mas largo que ancho; el hocico tiene una
longitud moderada y en la punta es romo; la cola es gruesa con un pliegue lateral estrecho y es mas corta
que el disco; ojos grandes y espiraculos pequefios situados en el dorso de la cabeza; la valvula nasal es
amplia y se extiende entre las fosas nasales; la boca es amplia pero corta; los dientes son pequefios y
carecen de filo; el I6bulo inferior de la aleta caudal se distingue claramente; y la primera aleta dorsal se
origina mas cerca de la base de las aletas pélvicas que del origen de la aleta caudal. La coloracion dorsal
es de tonalidades café arenoso y gris oscuro con varias manchas negras a manera de franjas

transversales, en el borde posterior de las aletas pectorales se presentan manchas oscuras, la parte
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delantera de la cabeza es principalmente negruzca y su espalda media esta cubierta por una fila de

espinas estrelladas gruesas e irregulares de diferentes tamafios (Jordan y Evermann, 1896; McEachran y

Notarbartolo-Di-Sciara, 1995; Ebert, 2003).

Las guitarras rayadas que habitan la costa del Pacifico de Baja California (CPBC) son genéticamente
diferentes de las de Sonora (Golfo de California) y el flujo genético matrilineal entre estas poblaciones es
limitado (Castillo-Paez et al., 2014). Cada poblacidn tiene caracteristicas intrinsecas, los individuos de
Sonora son mas pequefios que los de la CPBC (Castillo-Paez et al., 2014). Los machos de Sonora
comienzan a madurar a los 50 cm de longitud total (LT) y son sexualmente maduros a los 68 cm de LT.
Los machos de la CPBC son sexualmente maduros a los 69 cm de LT, pero no se sabe la talla a la que
comienzan a madurar. Las hembras de la CPBC maduran a los 77 cm de LT, mientras que las de Sonora a

los 64 cm de LT.

En las guitarras rayadas de la poblacién de Sonora, la ovulacion, cépula y fecundacion ocurren
inmediatamente después del parto, por lo que el ciclo ovarico y el periodo de gestacion ocurren
simultaneamente. Sin embargo, en la CPBC el ciclo ovérico y la gestacidon no coinciden. Z. exasperata
presenta un par de érganos reproductores funcionales, las hembras un par de ovarios y Uteros mientras
gue los machos un par de testiculos. El modo de reproduccion es viviparo aplacentario con saco vitelino,
pueden tener entre 2 y 13 crias por camada sin sesgo en la proporcién de sexos. Las hembras son mas

grandes que los machos de una misma edad (Villavicencio-Garayzar, 1995; Blanco-Parra et al., 2009a).

En Sonora, la guitarra rayada es un depredador bentopelagico costero con habitos de forrajeo nocturnos.
Los machos y las hembras tienen dietas similares. Los juveniles se alimentan principalmente de
pequeiios crustaceos de la familia Penaeidae, mientras que los adultos se alimentan preferencialmente
de peces demersales con una gran predominancia de Porichthys margaritatus, lo que indica un cambio

en la dieta ontogenético (Blanco-Parra et al., 2012).

Los estudios de distribucidn sugieren que puede haber una segregacién espacial por sexo, puesto que se
han encontrado hembras o machos en congregaciones en aguas poco profundas de bahias y lagunas
costeras de la CPBC (Bahia Almejas) en primavera e inicios de verano (Villavicencio-Garayzar, 1995;
Ebert, 2003; Ramirez-Amaro et al., 2013). Sin embargo, en el Golfo de California (Sonora) no se han
encontrado dichas agregaciones (Blanco-Parra et al., 2009a). La especie se encuentra con frecuencia en

zonas cdlidas y templadas con una cierta preferencia a arrecifes rocosos someros, pozas litorales y
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esporadicamente en fondos arenosos, desde la zona del intermareal hasta 69 m de profundidad, pero se

encuentra con mas frecuencia entre 2.5 y 10 m de profundidad (Ebert, 2003).

No se conoce con certeza la distribucién geografica de la guitarra rayada. McEachran y Notarbartolo-Di-
Sciara (1995) indican que se encuentra a lo largo del Pacifico Centro Oriental desde el sur de Estados
Unidos hasta Peru. No obstante, Ebert (2003) pone en duda esta distribuciéon e indica que posiblemente
al sur de Mazatlan una especie hermana, Z. xyster, es confundida con Z. exasperata; por lo tanto, postula
que Z. exasperata se distribuye desde el sur de California hasta Mazatlan y Z. xyster desde Mazatlan
hasta Perd, siendo esta ultima una especie mas tropical (Castro-Aguirre et al., 2011). Segun Ebert (2003),
las especies se diferencian principalmente por la coloracidon dorsal, ya que Z. xyster presenta cuatro

ocelos amarillos, mientras que Z. exasperata carece de ellos.

1.4 Justificacion

Zapteryx exasperata presenta una alta mortalidad por pesca en el norte del Pacifico mexicano. Por
ejemplo, en el estado de Sonora es una de las especies mas abundantes capturada en la pesqueria
artesanal de rayas o como fauna acompafante en la pesca de camaron. (Blanco-Parra et al., 2009b). En
la CPBC la guitarra rayada es un componente importante en la pesqueria artesanal tendiendo a ser
capturada en grandes cantidades (principalmente en Laguna Manuela Cartamil et al., 2011; Ramirez-
Amaro et al.,, 2013). La investigacién en esta especie es escasa y por ello en la lista roja de especies
amenazadas de la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza estd catalogada como una

especie con datos insuficientes (Bizzarro y Kyne, 2015).

La confusién taxondmica dentro del género Zapteryx en el Pacifico Oriental ha impedido esclarecer la
delimitacion de las especies, lo cual es indispensable para definir con claridad los rasgos de la historia de
vida, las caracteristicas ecoldgicas y el intervalo de distribucién de Z. exasperata. La delimitacién de las
especies es importante en el contexto de procesos y mecanismos evolutivos, ademds de ser de
relevancia para el manejo pesquero sostenible y la conservacion de la biodiversidad (Mendonga et al.,

2011).

Es necesario establecer los patrones de estructura poblacional y flujo genético de Z. exasperata para
identificar unidades biolégicas intraespecificas genéticamente diferenciadas, asi como para entender los

procesos microevolutivos tales como la especiacién. Al identificar dichas unidades se deben de tratar



8
cada una como una unidad evolutiva independiente para fines de manejo pesquero (Moritz, 1994), dado
gue presentan caracteristicas intrinsecas diferentes y la conservacién a largo plazo depende de que se

conserve el legado genético de las especies (Lesica y Allendorf, 1995).

Conocer los comportamientos reproductivos, como el sistema de apareamiento y la filopatria
reproductiva femenina, no solo es necesario para caracterizar la historia de vida y biologia reproductiva
de Z. exasperata, sino que ademas es de gran importancia para comprender su dindmica poblacional y su
relacion con la distribucién de la diversidad genética. Ademas, esta informacién es elemental para la
conservaciéon y el manejo pesquero dado que su conocimiento permite definir dreas prioritarias para la
conservacién, asi como tomar medidas precautorias para evitar perturbaciones ambientales o

antropogénicas en los sitios de fidelidad o areas de crianza esenciales para las poblaciones.

1.5 Pregunta de investigacion

Basicamente este trabajo surge de la pregunta de si élos comportamientos reproductivos tales como la
filopatria reproductiva femenina y la paternidad multiple juegan un papel en la distribucion de la

variabilidad genética de Z. exasperata en el norte del Pacifico mexicano?

1.6 Hipotesis

1. Los peces guitarras del género Zapteryx del Pacifico mexicano que presentan ocelos amarillos en
el dorso, pertenecen a la especie Z. xyster y organismos que carecen de ellos son de la especie Z.
exasperata.

2. Z exasperata tiene filopatria reproductiva femenina la cual contribuye con la heterogeneidad
genética que la especie presenta en el norte del Pacifico mexicano.

3. La guitarra rayada tiene paternidad mdultiple la cual favorece la diferenciacion poblacional que
presenta la especie en el norte del Pacifico mexicano.

4. A mayor distancia geografica, mayor es la diferenciacién genética entre dos poblaciones de Z

exasperata en norte del Pacifico mexicano.



1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general
Evaluar la existencia de filopatria reproductiva femenina y el sistema de apareamiento de Z. exasperata a
través de los patrones de diversidad y diferenciacion genética mediante el uso de marcadores nucleares
y mitocondriales.
1.7.2. Objetivos especificos

1. Identificar, aislar y caracterizar marcadores moleculares polimérficos en Z. exasperata.

2. Evaluar el intervalo de distribucion de Z. exasperata establecido para el Pacifico mexicano.

3. Estimar el grado de diferenciacién genética y la magnitud y direccion del flujo genético entre

localidades del Pacifico mexicano.
4. Establecer si Z. exasperata presenta evidencias de filopatria reproductiva femenina.

5. Determinar la frecuencia de paternidad multiple.

Para contestar la pregunta principal de esta tesis, lo primero que se hizo fue identificar una serie de
marcadores moleculares polimdrficos de diferente forma de herencia (Objetivo 1), secuencias del
ADNmt (Castillo-Paez et al., 2016) y microsatélites del ADN nuclear (Castillo-Paez et al., 2017a), puesto
gue no existen marcadores para la especie (ver capitulo 2). Una vez identificados los marcadores
moleculares se utilizaron para ayudar a esclarecer las incertidumbres taxondmicas de la especie
(Objetivo 2; capitulo 3; Castillo-Paez et al., 2017b). Y con los marcadores moleculares polimérficos e
identificada la especie, contestamos la pregunta de si la filopatria reproductiva femenina (Objetivos 3 y
4, capitulo 4) y la paternidad multiple (Objetivo 5, capitulo 5) actian como barreras bioldgicas para la

distribucion de la variabilidad genética.
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Capitulo 2. Caracterizacion del genoma mitocondrial y loci
microsatélitales en Zapteryx exasperata a través de la secuenciacion
de siguiente generacion

2.1 Introduccion

Zapteryx exasperata es comunmente conocida como la guitarra rayada. Este batoideo demersal se
distribuye desde el sur de California hasta Peru, incluyendo el Golfo de California (GC; McEachran y
Notarbartolo-Di-Sciara, 1995; Ebert, 2003). La guitarra rayada es un componente importante en la pesca
artesanal de elasmobranquios en norte del Pacifico Mexicano. En Laguna Manuela, Baja California, es el
segundo elasmobranquio capturado incidentalmente con la red agallera (Cartamil et al., 2011), mientras
qgue en el estado de Sonora es una especie comercialmente importante en la pesqueria artesanal de
rayas (Blanco-Parra et al., 2009b). La informacion acerca de su biologia y ecologia es escasa, ademas los
recursos genéticos son pocos (Castillo-Paez et al., 2014); en consecuencia, la Unidn Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza en la Lista Roja de Especies Amenazadas la cataloga como con “Datos
Insuficientes” (Bizzarro y Kyne, 2015). Los analisis poblacionales han mostrado una fuerte diferenciacién
con el ADN mitocondrial entre las rayas guitarras del GC y las de la costa del Pacifico de Baja California
(CPBC; Castillo-Paez et al., 2014). Sin embargo, no hay informacién genética nuclear disponible por la

falta de marcadores moleculares (MM) utiles como los microsatélites.

Actualmente, el desarrollo de MM puede realizarse rapidamente y a bajo costo para la mayoria de las
especies utilizando la secuenciacion de siguiente generacion (NGS, por sus siglas en inglés; Gardner et al.,
2011). Esta tecnologia no solo permite la identificacion de loci nucleares potencialmente polimérficos
sino que, ademas y en algunos casos permite la secuenciacién del genoma mitocondrial (mitogenoma).
La disponibilidad del mitogenoma y microsatélites puede ser util en estudios de sistematica molecular,
filogeografia, diferenciacién genética, patrones de dispersidon sexual, genética de la conservacion, entre
otros (Alam et al., 2014). En el presente trabajo se realizdé un experimento de secuenciacién gendmica en
la guitarra rayada mediante la NGS para: i) ensamblar y anotar el mitogenoma de Z. exasperata vy ii) aislar
y caracterizar un conjunto de microsatélites. La disponibilidad de los MM de diferente forma de herencia
(es decir uniparental y biparental) permitird alcanzar los objetivos propuestos asi como contestar las

preguntas cientificas planteadas en esta tesis doctoral.
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2.2 Metodologia

2.2.1 Obtencion del material biolégico

Para la NGS se colecté un individuo de Z. exasperata en la pesqueria artesanal de Bahia de Sebastian
Vizcaino (latitud 28°42’ y longitud 114°08’) en la CPBC. La raya se transporto en hielo seco para que evitar
la degradacion del ADN y mantenerla fresca hasta procesarla en el laboratorio. Para evaluar el nivel de
polimorfismo de los microsatélites se colectaron 23 individuos en el Estero El Soldado (latitud 27°95’ y
longitud 110°96’) estado de Sonora, en el GC. Las muestras fueron congeladas y posteriormente

preservadas en etanol 95 %.

2.2.2 Extracciéon de ADN gendémico

Para extraer el ADN gendmico se utilizaron dos protocolos. La NGS requiere de ADN de alta calidad, por
esta razén se extrajo con el kit DNeasy Blood y Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) siguiendo el
protocolo del fabricante. La extraccién para evaluar el nivel de polimorfismo se realizé haciendo una
digestidon con proteinasa K seguido de un protocolo de precipitacidn salina con cloruro de litio (Gemmell
y Akiyama, 1996). La cantidad del ADN se obtuvo mediante fluorescencia usando el Qubit 2.0

fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y la calidad se observé en geles de agarosa al 1.5 %.

2.2.3 NGS y ensamble de novo

Se envid a secuenciar ADN gendmico de excelente calidad (50 pl a una concentracién de 484.9 ng/ul). Las
bibliotecas de ADN y la NGS fueron hechas por el Laboratorio Nacional de Gendmica para la
Biodiversidad (LANGEBIO, Irapuato, México). Las bibliotecas fueron elaboradas usando TruSeq Nano™. La
NGS fue realizada en la plataforma de Illumina HiSeq 2500 en el formato de paired-end (2x100; permite

la secuenciacion de los dos extremos de la secuencia) usando 1/12 parte de linea.

Una vez obtenidas las secuencias lo primero que se realizd fue un control de calidad mediante los
programas FastQC 0.10.1 (Babraham Institute, Cambridge, UK; Andrews, 2011) y CLC Genomic
Workbench 7.0.3 (CLC Bio, Boston, MA; Knudsen et al., 2008). Las caracteristicas que se evaluaron en las
secuencias fueron: el porcentaje de Guanina y Citosina, el contenido de bases ambiguas, asi como la
sobrerrepresentacion de las secuencias (indicando que la libreria gendmica esta sesgada o contaminada).
Ademas, se realizd un analisis por base en el que se evalud la contribucion de cada nucleétido, la

posicion de las bases ambiguas, la sobrerrepresentacion de los nucledtidos, entre otros. Posteriormente
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se limpiaron las secuencias eliminando las bases de baja calidad, las bases ambiguas, las secuencias de
mala calidad o las secuencias que presentaban muchas bases ambiguas. Para esto se utilizo el programa

CLC Genomic Workbench 7.0.3 (CLC Bio, Boston, MA; Knudsen et al., 2008).

Una vez limpias las secuencias y seleccionadas aquellas que cumplian con las caracteristicas de excelente
calidad se procedid a hacer un ensamble de novo. Este consistié en agrupar las secuencias como si se
tratara de un rompecabezas, de tal manera que se formé un agrupamiento al cual se le denomina contig.
Contig viene de la palabra contiguo y segun el National Human Genome Research Institute se define
como la cadena de superposiciones de las secuencias de ADN que reconstruye una secuencia consenso,
es decir la secuencia mas probable de ADN original de un cromosoma o regién de un genoma
(http://www.genome.gov/Glossary/index.cfm?id=39). La cantidad de secuencias que se sobreponen en
un contig se le conoce como profundidad, la cual es una caracteristica importante para tener en cuenta
al momento de disefiar los cebadores, esto se realizd en el programa CLC Genomics Workbench

(Knudsen et al., 2008).

2.2.4 Identificacion, disefo y seleccion de microsatélites candidatos

Se realizd una busqueda de los motivos repetitivos en todos los contigs obtenidos del ensamble de novo.
Esto se hizo en el programa Msatcommander (Faircloth, 2008) teniendo en cuenta los siguientes
criterios: Unicamente se buscaron microsatélites perfectos; con motivos de repeticion di-, tri- y
tetranucledtidos; y con un nimero minimo de repeticiones de ocho, seis y cuatro respectivamente. En
este mismo programa se disefiaron los cebadores para amplificar los microsatélites detectados. Se
tomaron en cuenta los siguientes parametros: que el tamafio esperado del amplicon fuera entre 150 y
450 pares de bases (pb); el tamano del cebador entre 18 y 22 nucledtidos; la temperatura de
anillamiento entre 52 y 60°C, con optima de 55°C; y el contenido de Guanina-Citosina entre 35y 70 %.
Una vez identificados los microsatélites y disefiados los cebadores se procedié a escoger 107 loci
candidatos. Se tomé en cuenta de que la profundidad de los contigs hubiera sido de al menos dos
secuencias pareadas y que estas no presentaran muchas inserciones (inclusion de bases) o deleciones
(perdida de bases) o sustituciones (cambio de una base por otra). Una vez seleccionados los cebadores
se enviaron a sintetizar, en el extremo 5’ del cebador “forward” se adiciond una secuencia o cola
constituida por el cebador universal M13, la cual consiste 18 nucledtidos que permiten la incorporar del
fluoréforo, que es indispensable para poder observar en el electroferograma el tamafio de los alelos

(Schuelke, 2000).
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2.2.5 Amplificacion y genotipificacion de los microsatélites candidatos
La amplificacién de los microsatélites fue realizada mediante dos protocolos. i) En la mayoria de los loci
se utilizo las condiciones quimicas propuestas en el método Schuelke (2000) y el perfil de termociclado
descrito por Martinez et al. (2011). Estos protocolos son bastante eficientes porque en una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) se logré amplificar los alelos con el fluoréforo. ii) En los loci que no se
tenia éxito con el anterior método, se amplificaron con un protocolo que involucra dos PCRs, la primera
PCR consistia en la amplificacién de los alelos utilizando los cebadores especificos y en la segunda PCR la
incorporacién del fluoréforo utilizando como cebador “forward” el M13 con el fluoréforo. Las

condiciones de las dos PCR eran similares simplemente cambian la temperatura de anillamiento.

Cada reaccion de la PCR era de 12.5 pl la cual estaba compuesta de 200 uM de dNTPs; amortiguador de
PCR 1 X (Tris 10 mM, KCI 50 mM y 2 MgCl, mM); 0.5 uM de cada cebador y 0.15 U de Tag DNA-Pol y 20
ng de ADN patrén. El perfil de termociclado fue: un periodo inicial de 10 min a 95°C seguidos por; 30
ciclos de: 60 s a 94°C, 30 s a la temperatura optima de anillamiento en el primer PCR y en la segunda PCR
53°C y 2 min a 72°C; seguidos por una elongacion final de 30 min a 72°C. La calidad y cantidad de los
productos de la PCR se verificé en geles de agarosa al 1.5 %. Los productos de PCR se mezclaron y
posteriormente se genotipificaron en un secuenciador automdatico ABI 3130xl o 3730 siguiendo el
protocolo del fabricante. Para cada locus, se determinaron los tamafios alélicos en el programa
GeneMarker v 2.4.0 (Softgenetics, State College, PA, USA); el nimero de alelos, la heterocigosidad
observada (Ho) y la heterocigosidad esperada (He) se calcularon en Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier y Lischer,
2010). La desviacién del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) y el desequilibrio de ligamiento fueron
probados en GENEPOP 4.13 (Rousset, 2008). El contenido de informacion polimérfica (PIC) fue calculado
en Microsatellite Tools (Park, 2001). Todas las secuencias fueron publicadas en la base de datos

GeneBank.

2.2.6 Anotacion del genoma mitocondrial

La secuencia consenso mas larga obtenida en uno de los contigs del ensamble de novo coincidié con el
genoma mitocondrial de la especie. Este contig tenia en total 24,536 secuencias con una profundidad
media de 141.65 secuencias. La identificacidon y posicion de cada uno de los genes se realiz6 mediante
programas especificos que anotan el genoma mitocondrial por homologia con otros vertebrados. Los
programas DOGMA (Wyman et al., 2004) y MITOS (Bernt et al., 2013) fueron utilizados para localizar los

ARN ribosomales, los ARN de transferencia y los genes que codifican para proteinas. Ademas se
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utilizaron los genomas mitocondriales de otros batoideos de la misma familia que se encontraban en la
base de datos del GenBank, Rhinobatos schlegelli (NC_023951; Chen et al., 2016) y R. hynnicephalus
(NC_022841; Chen et al., 2015) para hacer una comparacién por homologia de cada uno de los genes y
encontrar el origen de replicacion. El programa TANDEM REPEATS FINDER (Benson, 1999) se utilizo para
la deteccion de repeticiones en tandem en regiones que no codifican para proteinas. El genoma fue

publicado en la base de datos del GeneBank.

2.3 Resultados

2.3.1 La diversidad alélica en la guitarra rayada es extremadamente baja

El ensamblaje de novo produjo 1,221 contigs que contenian microsatélites, pero solo en 426 (35 %) se
pudo disefiar cebadores, ya sea porque el microsatélite se encontraba en algun extremo del contig, o
porque a los lados del microsatélite no habia una region conservada. La mayoria de los loci fueron los
dinucledtidos (73 %, n=311), seguido de los tetranucledtidos (20 %, n=87) y los trinucleétidos (7 %,
n=28). El nimero de unidades repetidas oscilé entre cuatro y 47, la mayoria de los loci tenian un nimero
pequeiio de unidades repetidas. Se escogieron 107 loci para probar su polimorfismo, de los cuales 62 no
produjeron genotipos reproducibles en 10 muestras. De los que produjeron genotipos reproducibles, 23
fueron monomorficos y 22 polimadrficos. Se encontrd una diversidad alélica extremadamente baja en los
loci polimérficos, el nUmero de alelos por locus oscilé entre dos y seis (Tabla 1), con una media de 2.77.
La media de la Ho y la He fue de 0.49 y 0.42 respectivamente. Se detectaron desviaciones significativas
del HWE en tres loci (ZAEX2-02, ZAEX3-19 y ZAEX4-02) después de la correccidn por pruebas multiples de

Bonferroni, esto fue debido al exceso de heterocigotos. No se detectd ningun par de loci ligados.



Tabla 1: Caracterizacion de 22 microsatélites polimérficos en Z. exasperata.

Locus Secuencias de cebadores (5°-3°) Motivo Rango de tamafio (pb) | T,(°C) | NA/n Ho He PIC GenBank

# acceso

ZAEX2-02 GTAGATCGTCGCTTCTGAC AGg) 337-343 * 3/21 | 0.952 | 0.533 | 0.408 | KY073368
GGCGGAAGAGGAGATTTG

ZAEX2-12 TTCCACACCTTGATCTATCG AGg) 342-344 58 2/19 | 0316 | 0.398 | 0.313 | KY073369
TACTCAACTACCGCACTTAC

ZAEX2-13 GGAAATTCTGTGTATGCCTG AGgg 269 - 273 55 3/20 | 0.550 | 0.445 | 0.390 | KY073370
TCATCAAGCACACATTTACG

7AEX2-14 ACAGAGAGGGAATTGTGATG AGg) 211-221 52 3/20 | 0.600 | 0.445 | 0.359 | KY073371
TGAAGACGTGGATTAAGAGG

7AEX2-18 ATCATTAAACGTGTGCATGG AG10) 162 - 164 55 2/18 | 0.444 | 0.457 | 0.346 | KY073372
CTCAAAGAATCGAAGCTGAC

7AEX2-19 CAATTGTCAGTGCTGTATCC AGg) 175-179 58 3/19 | 0.368 | 0.323 | 0.288 | KY073373
TTCACCAGTCAGAGATTCTC

7AEX2-29 CGCTGTCACACCTAAATTCAG ACp14) 266 - 270 * 3/23 | 0.304 | 0.273 | 0.248 | KY073374
CAGTCTTTCGGTATATCTGC

7AEX3-09 AGTGGTCCTAATTACAGCAG ATCg) 173-182 * 4/22 | 0.636 | 0.594 | 0.491 | KY073375
AATAAGACCAACTGTTTCCG

7AEX3-16 AAAGCCGGTTTGACTTATTC AGCg) 140-143 53 2/21 | 0.333 | 0.284 | 0.239 | KY073376
ATTGCCTTTGTGAGCTTATG

7AEX3-19 TAGCAGACATAATACCGAGC AACe) 332-336 * 3/23 | 1.000 | 0.532 | 0.406 | KY073377
GAGAGCGAGTTTCCTTAATG

7AEX3-22 TCTGATCATCTCTTGTGGTG ATC 243 -249 * 3/23 | 0.130 | 0.204 | 0.189 | KY073378
CTTACAAGTGCAACTGTCTC

7AEX3-26 AGATTTAGCATACCGTCCTC AGGyy) 160-172 * 3/22 | 0272 | 0312 | 0.270 | KY073379
AGACTGTCTGGAACTTAGTG

7AEXA-02 TATCATTAGAGCGGTGTCAG AAAT 5 227-231 * 2/23 | 0913 | 0.507 | 0.373 | KY073380
CTCATCTAGATTCCAGCGTC

7AEXA-05 GAGATTGCGGATTTACTTCC ACAG ) 239-274 * 3/23 | 0.739 | 0.503 | 0.390 | KY073381
ACACAGACAGGTAGACAG

15

Ta, temperatura de anillamiento; *, Perfil de termociclado utilizado por Martinez (2011); NA, numero de alelos; n, nimero de individuos genotipados; Ho,

heterocigosidad observada; He, Heterocigosidad esperada; PIC, contenido de informacién de polimorfismo.



Tabla 1: Continuacion. Caracterizacion de 22 microsatélites polimaorficos en Z. exasperata.

Locus Secuencias de cebadores (5°-3°) Motivo Rango de tamafio (pb) | T,(°C) | NA/n Ho He PIC GenBank

# acceso

ZAEXA-11 AACTGGTGAATCTCAAGGAC AAAT 318 -334 * 6/20 | 0.700 | 0.759 | 0.699 | KY073382
ACCAGGTTGTGTAAAGAGG

ZAEXA-12 GGTGGACAGGAAAGTGTG AATG g 191-199 51 2/21 | 0571 | 0.511 | 0.374 | KY073383
GCTCCATTGTGCACTAATTG

ZAEXA-15 GTTCCTCATTGTCATCTGTG AAAG 4 130-134 59 2/21 | 0.429 | 0.345 | 0.28 | KY073384
ACAAGGTTCAAACAAAGACC

7AEX4-20 CAAGCGCCGAGTAATGAC AACC;s) 337 -345 * 3/23 | 0.391 | 0.426 | 0.346 | KY073385
GGATGAATCTGATGCCAATC

AEXA.22 TTGCCATTGTTGTCATTAAG ACTAs5, 232-236 * 2/21 | 0.190 | 0.176 | 0.157 | KY073386
GCCACCCTTATCATTCTTTG

ZAEX4-39 CTCTGATTCTTTCTGCAGTG AAAT 4 321-232 * 2/21 | 0.238 | 0.470 | 0.353 | KY073387
AAAGTGAACTGTGATGAAGG

ZAEXA-41 GAATTGGAGAGACATACTGAC | ACAG, 195 — 199 * 3/23 | 0.609 | 0.463 | 0.368 | KY073388
AATCCTTGTTTCTCTGCAAC

AEXA4D ACTGTTTGAAAGTTTGCTGG AAGG 4 218 -222 * 2/22 | 0182 | 0.169 | 0.152 | KY073389
CAACTTACCTTGCACTTACC

16
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2.3.2 El mitogenoma de la guitarra rayada presenta una segunda region no codificante
La ubicacion de los genes del mitogenoma fue similar a la encontrada en otros elasmobranquios, entre
los genes codificadores, el ND5 fue el mas largo (1,836 pb) y el ATP8 fue el mas corto (168 pb; Tabla 2). El
COXI fue el unico gen codificador que tiene un coddn de inicio (GTG) diferente. Los genes COXIl, ND3 y
ND4 presentaron el codén de parada incompleto (T). Al igual que otros mitogenomas de vertebrados, el
ATP8 y ATP6 se sobreponen por 10 nucledtidos; el ND4 y ND4L por siete nucledtidos mientras el ND5 y
ND6 por cuatro nucleétidos (Figura 1). El tamafio de los ARNt (ARN trasferencia) oscilé entre 66 pb
(cisteina) a 75 pb (copia leucina 1). Se encontrd una segunda region no codificante (538 pb) entre los
ARNt Thr y Pro, ésta presentd cuatro repeticiones en tdndem cada una de 100 pb (Figura 2); se corroboré
la secuencia de ésta region mediante la secuenciacion Sanger. La region de control presenté un tamafo

de 1,096 pb y también tenia un conjunto de repeticiones en tandem.



Tabla 2: Caracteristicas de los genes mitocondriales de Z. exasperata.

Posicion Longitud Codon

Loci Desde Hasta (pb) Inicio | Parada Hebra'
tRNA-Phe 1 69 69

12s-rRNA 70 1031 962 H
tRNA-Val 1032 1103 72 H
16S-rRNA 1104 2787 1,684 H
tRNA-Leu" 2788 2862 75 H
ND1 2863 3837 975 ATG TAA H
tRNA-Ile 3839 3908 70 H
tRNA-GIn 3908 3979 72 L
tRNA-Met 3979 4047 69 H
ND2 4048 5094 1,047 ATG TAA H
tRNA-Trp 5094 5162 69 H
tRNA-Ala 5167 5235 69 L
tRNA-Asn 5236 5308 73 L
Origen de replicacion 5309 5342 34 -
tRNA-Cys 5343 5408 66 L
tRNA-Tyr 5412 5480 69 L
COXI 5482 7038 1,557 GTG TAA H
tRNA-Ser" 7039 7109 71 L
tRNA-Asp 7110 7179 70 H
coxi 7201 7891 691 ATG T-- H
tRNA-Lys 7892 7964 73 H
ATP8 7966 8133 168 ATG TAA H
ATP6 8124 8807 684 ATG TAA H
coxii 8810 9595 786 ATG TAA H
tRNA-Gly 9597 9666 70 H
ND3 9667 10015 349 ATG T-- H
tRNA-Arg 10016 10086 71 H
ND4L 10087 10383 297 ATG TAA H
ND4 10377 11757 1,381 ATG T-- H
tRNA-His 11758 11826 69 H
tRNA-Ser’ 11827 11893 67 H
tRAN-Leu’ 11894 11965 72 H
ND5 11966 13801 1,836 ATG TAA H
ND6 13798 14316 519 ATG TAA L
tRNA-Glu 14318 14386 69 L
Cytb 14390 15532 1,143 ATG TAG H
tRNA-Thr 15534 15607 74 H
Region no codificante 15608 16145 538 -
tRNA-Pro 16146 16214 69 L
Regidn control 16215 17310 1,096 -

*Hy L se refieren a hebra pesada vy ligera.
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Figura 1: Representacion circular de la organizacién del mitogenoma de Z. exasperata. Los colores representan los
diferentes tipos de genes. El sentido de las flechas indican la orientacién de los genes y la ubicacién de las flechas
(arriba o abajo) depende de la hebra en donde se encuentra el gen ya sea en la pesada o ligera.
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Figura 2: Ubicacion de las cuatro repeticiones en tandem encontradas en la secunda regién no codificante en el
mitogenoma de Z. exasperata. Los numeros indican la posicidn de la base en relacién a todo el genoma.

2.4 Discusion

2.4.1 La diversidad alélica en la guitarra rayada

Se detecté una diversidad extremadamente baja en la caracterizacion de los loci microsatélitales en una
poblacién natural de Z. exasperata. La mayoria de los microsatélites detectados presentaron un nimero
de repeticiones bajo; por ejemplo, en los tetranucledtidos el 83 % de los microsatélites a los que se les
disefio cebadores tenian Unicamente cuatro repeticiones. Esto es relevante porque menos unidades de
repeticion reflejan una tasa de mutacién baja. De igual manera, se encontrd la misma cantidad de loci
monomorficos y polimérficos, puede ser que los loci monomarficos encontrados en la poblacidon de
muestreo sean polimadrficos en otras poblaciones de Z. exasperata o en especies congéneres como Z.

Xxyster.

En los loci polimdrficos se encontré que la mayoria de ellos presentaban dos o tres alelos y la Ho baja a
moderada. Parece ser que el ADN nuclear de batoideos tiene tasas de mutacidén bajas, puesto que

algunas especies presentan menos de diez alelos por locus y bajos niveles de heterocigosidad, como los
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encontrados en Aetobatus flagellum (4.1 alelos en promedio, 0.480 de He; Sellas et al.,, 2011) y

Potamotrygon motoro (3.5 alelos en promedio y 0.369 de Ho y 0.377 de He; Cruz et al., 2013).

Un estudio previo reveld para la misma poblacion de Sonora que la diversidad haplotipica mitocondrial
era baja (ND2 h=0.29; Castillo-Paez et al., 2014) y en el presente estudio se encontrd diversidad nuclear
baja. Puede ser que la baja diversidad del genoma que muestra esta poblacién natural sea reflejo de: i)
alta emigraciéon y baja tasa de inmigracién, tal vez esta poblacion exporte mas individuos a otras
poblaciones de las que recibe, pero no hay estudios de movimientos o migracion que lo corroboren. ii) El
nivel de homocigosidad alto podria ser el resultado de un apareamiento de individuos estrechamente
relacionados genéticamente, la endogamia puede ocurrir en poblaciones cerradas, con baja conectividad
o comportamiento reproductivo filopatrico que es comun en tiburones (Chapman et al., 2015; Flowers et
al., 2016). iii) Los cuellos de botella son una reduccion en el tamafio de la poblacion, producido por
eventos ambientales o humanos (sobrepesca) que causan un aumento en la deriva génica, y a su vez
ocasiona una reduccion en la abundancia de alelos raros y la disminucion en el acervo genético. No se
conoce si las poblaciones de Z. exasperata han experimentado un colapso, pero un andlisis de las
pesquerias a la misma poblacidon determind que es un componente importante en la pesca artesanal de
rayas (Blanco-Parra et al., 2009b). iv) Los elasmobranquios, en comparacién con otros vertebrados,
tienen una tasa relativamente baja de evoluciéon del ADN mitocondrial (Martinez et al., 2011) y puede ser
qgue el ADN nuclear también tenga bajas tasas de mutacion. v) El bajo nimero de alelos por locus y el
hecho de que la mayoria de los loci estén en HWE (algunos con exceso de Ho), sugieren que la poblacion
de es histéricamente pequeia o que la especie tiene una baja taza de mutacion. Las poblaciones
naturales con diversidad genética baja y con sobreexplotacion son prioridades para la conservacién y

manejo debido a que son vulnerables a la extincion.

2.4.2 El mitogenoma de la guitarra rayada es similar a otros elasmobranquios

La organizacion del mitogenoma es similar a la reportada para otros elasmobranquios (Alam et al., 2014).
El mitogenoma esta compuesto por 13 genes que codifican para proteinas, dos ARN ribosomales, 22
ARNt y una region control. La Unica discrepancia es la presencia de una segunda regién no codificante,
ubicada entre los ARNt Thr y Pro y que presenta repeticiones en tandem. Sin embargo, en ninguna
especie de batoideo se ha hallado una regidn con caracteristicas parecidas. No obstante, en Amblyraja
radiata (Rasmussen y Arnason, 1999) se encuentra un ARNt adicional putativo de 72 nucleédtidos en la

misma posicion. En el tiburén Mitsukurina owstoni (NC_011825.1) se encontrd una region similar de
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1,060 nucledtidos con cinco repeticiones. Entre los ARNt Thr y Pro que se encuentran aledafios a la
region control, al parecer existe una mayor probabilidad de que se presenten inserciones, dado que en
tres especies de elasmobranquios de 120 analizadas es la Unica posicién de todo el mitogenoma que se
encuentra alterada y esto posiblemente sea por la cercania a la region control. Esta region no codificante
puede ser util en estudios de estructura poblacional de la guitarra rayada, puesto que no esta sujeta a
seleccién y porque dichas repeticiones usualmente son bastante polimdrficas y exhiben variacién en el

numero de copias entre individuos (Buroker et al., 1990).

El tamafo del mitogenoma varia entre las especies de batoideos (Tabla 3), la mantarraya Mobula
eregoodootenkee (NC_025954.1) tiene 15,716 pb mientras que Aetobatous flagellum (NC_022837.1)
20,201 pb, el tamafio del mitogenoma de Z. exasperata (17,310 pb) se encuentra cerca del promedio de
los mitogenomas para 35 especies de rayas. Sin embargo, es mayor al promedio (16,891 pb) de las
especies del orden rajiformes al cual pertenece. La variacion en el tamano de los mitogenomas
posiblemente se deba a la presencia de la duplicacién genética que dio origen a la segunda regién no
codificante y a la presencia de las repeticiones en tandem de la regidon control, como ya se ha

encontrado en otros elasmobranquios (Poortvliet y Hoarau, 2013).



Tabla 3: Tamaiio y contenido de Guanina-Citosina de genomas mitocondriales de 35 especies de batoideos.

Orden* Especie ;::;i?: (c:,il) G-C% ?#e:c]z::l:ok
Myliobatiformes Aetobatus flagellum 20,201 409 NC_022837.1
Myliobatiformes Dasyatis akajei 17,658 40.4 NC_021132.1
Myliobatiformes Dasyatis bennetti 17,668 40.2 NC_02352.2
Myliobatiformes Dasyatis zugei 18,264 36.6 NC_019643.1
Myliobatiformes Gymnura poecilura 17,874 45.1 NC_024102.1
Myliobatiformes Himantura gerrardi 17,685 419 NC_026208.1
Myliobatiformes Himantura granulata 17,657 39.1 NC_023525.1
Myliobatiformes Himantura microphthalma 17,636 39.6 NC_026285.1
Myliobatiformes Mobula eregoodootenkee 15,716 41.2 NC_025954.1
Myliobatiformes Mobula japanica 18,880 37.5 NC_018784.1
Myliobatiformes Neotrygon kuhlii 18,039 39.5 NC_021767.1
Myliobatiformes Pastinachus atrus 18,162 38.8 NC_023808.1
Myliobatiformes Plesiobatis daviesi 17,514 419 NC_007230.1
Myliobatiformes Pteroplatytrygon violacea 17,665 40.6 NC_024570.1
Myliobatiformes Potamotrygon motoro 17,448 43.3 NC_023116.1
Myliobatiformes Taeniura lymma 17,652 409 NC_026210.1
Myliobatiformes Taeniura meyeni 17,638 41.6 NC_019641.1

Rajiformes Amblyraja radiata 16,783 40.3 NC_000893.1
Rajiformes Anoxypristis cuspidata 17,243 38.6 NC_026307.1
Rajiformes Atlantoraja castelnaui 16,750 37.1 NC_025942.1
Rajiformes Dipturus kwangtungensis 16,912 41.6 NC_023505.2
Rajiformes Dipturus trachyderma 16,907 41.6 NC_027521.1
Rajiformes Hongeo koreana 16,905 42.2 NC_021963.1
Rajiformes Leucoraja erinacea 16,724 40.3 NC_016429.1
Rajiformes Okamejei kenojei 16,972 42.4 NC_007173.1
Rajiformes Pavoraja nitida 16,760 35.7 NC_024599.1
Rajiformes Raja pulchra 16,907 42.3 NC_025498.1
Rajiformes Raja rhina 16,910 41.4 NC_021964.1
Rajiformes Rhinobatos hynnicephalus 16,776 40.3 NC_022841.1
Rajiformes Rhinobatos schlegelli 16,780 39.6 NC_023951.1
Rajiformes Zapteryx exasperata 17,310 375 NC_024937.1
Rajiformes Zearaja chilensis 16,909 41.1 NC_023944.1
Torpediniofrmes Narcine entemedor 17,081 33.9 NC_025512.1

C-C % porcentaje de Guanina y Citosina.
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El porcentaje de Guanina-Citosina estd por debajo del promedio encontrado para otros batoideos e
incluso para el mismo orden es uno de los mas bajos (el promedio para Myliobatiformes es de 40.53 y
para Rajiformes de 40.05); se sabe que la estabilidad de la doble hélice del ADN depende de dicho
porcentaje puesto que los pares de Guanina-Citosina involucran tres enlaces de hidrogeno haciendo a la
doble hélice mas resistente a la desnaturalizacion. La similitud de los genes entre los miembros de la
familia Rhinobatidae (R. schlegelii, R. hynnicephalus y Z. exasperata) oscilé entre el 80.8 % (ND3) al
97.1 % (ARNt-met y ARNt-trp). Sin embargo, la similitud de genes codificadores de proteinas varié de
80.8 % (ND3) a 87.5 % (COIll) indicando que alrededor del 80 % de los nucleétidos poseen la misma

informacion genética.

2.5 Publicaciones

Este capitulo de la tesis ha sido publicado en los siguientes articulos cientificos:

Castillo-Pdez, A., M. A. del Rio-Portilla, E. Ofiate-Gonzalez y A. Rocha-Olivares. 2016. The mitochondrial
genome of the banded guitarfish, Zapteryx exasperata (Jordan and Gilbert, 1880), possesses a non-
coding duplication remnant region. Mitochondrial DNA Part A: DNA mapping, sequencing, and analysis

27 (3): 1668-1670. DOI: 10.3109/19401736.2014.958721

Castillo-Paez, A., A. Rocha-Olivares, C. I. Bisbal Pardo, D. Zhu, D. Zhu, H. Itoh, H. Fukumori, J. Koseki, J. C.
Garza, J. Urabe, L. V. Yefeng, M. Maki, M. A. Del Rio-Portilla, S. Chiba, W. Makino, W. Wang, W. Song, X.
Chai, Y. Kano, Y. Wang, Y. Wang y Z. Hu. 2017. Microsatellite records for volume 9, issue 1. Conservation
Genetics Resources 9 (1): 165-171. DOI: 10.1007/s12686-017-0689-1 (Extremely low allelic diversity of

microsatellite markers in the banded guitarfish (Zapteryx exasperata)
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Capitulo 3. Patrones morfoldgicos, moleculares y biogeograficos del
género Zapteryx (pez guitarra) del Pacifico mexicano

3.1 Introduccion

La identificacion correcta a nivel de especie es necesaria no solo para atribuir apropiadamente los rasgos
ecoldgicos y la historia de vida de dichas especies, sino también para el manejo pesquero sostenible y la
conservacién de la biodiversidad. La delimitacién de las especies tradicionalmente implica el andlisis de
sus caracteres morfolégicos, los cuales se pueden sobreponer y no ser lo suficientemente robustos e
informativos, causando clasificaciones inadecuadas y confusiones taxondmicas (Mendonga et al., 2011;
Arlyza et al., 2013). Este problema es particularmente importante en especies con estrategias de vida de
seleccidn k (es decir; con la tasa de crecimiento lenta, la maduracion sexual tardia y la fecundidad baja);
para las cuales, las delimitaciones erréneas de las especies aumentan la vulnerabilidad a la

sobreexplotacion (Arlyza et al., 2013) como ocurre en la mayoria de los elasmobranquios.

Entre los condrictios, la familia Rajidae tienen una alta diversidad de especies, pero la morfologia es
conservada dificultando asi la delimitacion de sus especies (Ebert y Compagno, 2007). Por ejemplo,
Himantura uarnak es un complejo de especies y los miembros de este grupo a menudo han sido
confundidos debido a la similitud de los caracteres entre los taxones, como la forma del disco y el patron
de coloracion dorsal (Arlyza et al., 2013). En ese estudio, los caracteres morfoldgicos de diagnéstico no
se han encontrado o no son Uutiles, dando lugar a la unidén de dos o mas especies. Los marcadores
moleculares proporcionan herramientas potentes y alternativas para la corroboracion de los limites de
las especies descritas asi como para la estimacién de las relaciones evolutivas entre las poblaciones

(Ovenden et al., 2010).

La adopcién de métodos moleculares en elasmobranquios permite aclarar aspectos tales como las
relaciones sistematicas y filogenéticas, asi como los patrones biogeograficos (Dudgeon et al., 2012). Por
ejemplo, las dos especies de cazones del Atlantico occidental (Rhizoprionodon terraenovae y R. porosus)
muestran pocos caracteres morfolégicos de diagndstico diferenciandose por un nimero superpuesto de
vértebras; en consecuencia, el estatus taxondmico permanece incierto. En ese estudio, el nivel de
divergencia interespecifica del ADN mitocondrial (ADNmt) fue mayor que el intraespecifico y la monofilia
reciproca de los linajes de ADNmt reflejo independencia genética y la distincion como especies
diferentes (Mendonga et al., 2011). Por otra parte, los peces guitarra Trygonorrhina melaleuca y T.

dumerilii se clasificaron como especies diferentes, pero las secuencias de ADNmt y ADN nuclear (ADNn)
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revelaron que T. melaleuca es una forma rara de T. dumerilii con un patrén de la coloracion distintivo.
Estas confusiones tienen consecuencias en la gestidon y conservacién de dichos organismos, ya que T.
melaleuca ha sido catalogada como una especie en peligro de extincion en la Lista roja de la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza, cuando de hecho no parece ser una especie valida

sino un sindnimo de T. dumerilli (Donnellan et al., 2015).

Se han descrito tres especies del pez guitarra para el género Zapteryx. La especie Z. brevirostris (Miiller y
Henle, 1841) esta restringida en el Atlantico suroeste, desde el sur de Brasil hasta la costa de Argentinay
Uruguay (Wosnick y Freire, 2013). La guitarra rayada Z. exasperata (Jordan y Gilbert, 1880), se encuentra
desde el sur de California hasta Peru (McEachran y Notarbartolo-Di-Sciara, 1995; Robertson y Allen,
2002); y la raya ocelada, Z. xyster Jordan y Evermann 1896, cuya distribucion se extiende desde
Mazatlan, México, hasta Peru (Robertson y Allen, 2002). Ebert (2003) cuestiona si Z. exasperata se
encuentra al sur de Mazatlan, basandose en la identificacion morfolégica de los organismos de estas
latitudes. El consenso actual es que la distribucion de ambas especies estd mal definida como resultado
de la incertidumbre taxondmica y de los errores en la identificacion histéricos (Casper et al., 2009;

Bizzarro y Kyne, 2015).

La distincion morfoldgica entre las especies del Pacifico se basa en pocos caracteres diagnodsticos. i)
Tienen la coloracién similar. Sin embargo, lo que mas se destaca es que Z xyster presenta varias
manchas redondas amarillas semejantes a una pupila, cada mancha esta rodeada de una pigmentacion
negruzca; estas manchas estan distribuidas de tal forma que existe una a cada lado de la longitud
anterior pectoral; una segunda en la aleta pectoral cerca del angulo posterior; una tercera a la mitad de
la linea lateral y la linea media de la espalda; y varias manchas desvanecidas sobre la parte anterior de la
espalda. ii) El disco es ligeramente mas largo que ancho en Z. exasperata, pero mas ancho que largo en Z
xyster. iii) Z. xyster tiene toda la superficie inferior cubierta de una fina piel granulada (Jordan y

Evermann, 1896).

Este estudio contribuye a resolver la problematica de la identificacidon y delineacién de las especies del
género Zapteryx en el Pacifico mexicano. Se adoptd un enfoque molecular filogenético que analiza la
variacién genética en los loci mitocondriales y nucleares de los peces colectados a lo largo de la costa del
Pacifico mexicano. Los resultados revelan una falta de distincion genética entre las rayas identificadas
como Z. exasperata y Z. xyster en esta region geografica, asi como la presencia de un linaje especie-
especifico divergente en las muestras mds surefas procedentes de Oaxaca. La presencia de un

organismo en Oaxaca identificado molecularmente (Unicamente con ADNmt) como Z. exasperata sugiere
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gue ambos linajes se superponen geograficamente. En general, nuestros hallazgos genéticos ponen en
duda la validez sistematica de los caracteres morfolégicos utilizados para distinguir entre Z. exasperata y
Z. xyster, que parecen ser plasticos entre los organismos que comparten haplotipos en el norte (es decir,
predominantemente los identificados como Z. exasperata). Sin embargo, también se apoya la existencia
de divergencia genética entre los organismos del sur, muy probablemente ese linaje corresponde a Z
xyster. Se sugiere una revision exhaustiva de la variacion morfolégica y genética del género Zapteryx en

el Pacifico oriental para comprender completamente su complejo patrdn de diversificacion.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1 Muestreo

Se recolectaron 59 muestras del género Zapteryx en 14 localidades a lo largo del Pacifico mexicano
(Tabla 4). En la Costa del Pacifico de Baja California (CPBC) fueron muestreados 16 especimenes, en el
Golfo de California (GC) 37 y en Oaxaca seis (Tabla 4). Las muestras fueron conservadas en etanol (95 %)

a temperatura ambiente hasta su procesamiento en el laboratorio.

Tabla 4: Localidades de muestreo del pez guitarra del género Zapteryx spp.

Region Localidades N W n Aiio de Identific’ac.ién Tipfo de
colecta morfoldgica tejido
1 Puerto San Carlos 29°63’ 115°48’ 2 2011 Z. exasperata Musculo
Punta Canoas 29°42' 115°12’ 4 2011 Z. exasperata Musculo
Punta Santa Maria 28°94' 114°571° 1 2011 Z. exasperata Musculo
cPBC 2 Laguna Manuela 28°42' 114°08’ 3 2011 Z. exasperata Musculo
3 San Ignacio 26°38’ 113°18’ 3 2011 Z. exasperata Musculo
Bahia Magdalena 24°29 112°36’ 3 2015 Z. exasperata Musculo
4 San Felipe 31°01’ 114°83’ 4 2002 Z. exasperata Higado
Bahia los Angeles 28°95’ 113°56’ 1 2002 Z. exasperata Musculo
5 Mulegé 26°53’ 111°58’ 3 2015 Z. exasperata Musculo
Ge Bahia de la Paz 24°15’ 110°371’ 3 2002 Z. exasperata Musculo
6 Bahia Kino 28°82’ 111°94’ 2 2004 Z. exasperata Musculo
Estero del Soldado 27°95’ 110°96’ 3 2004 Z. exasperata Musculo
7 Sinaloa 25°79' 109°35' 21 2015 Z. xyster Musculo
23°58’ 106°74’
o om 5 2002 Zapteryx sp. Higado
pC 8 Oaxaca 16°53 96724 1 2013 Z. xyster* Musculo

N, latitud; W, longitud; n, nimero de individuos colectados; CPBC, Costa del Pacifico de Baja California; GC, Golfo
de California; PC, Pacifico Central; * Muestra con ADN degradado.
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3.2.2 Extracciéon de ADN gendémico
El ADN gendmico total fue extraido de aproximadamente 100 mg de tejido muscular o higado, este fue
finamente cortado y digerido con proteinasa K seguido de un protocolo de purificacion con sales usando
cloruro de litio (Gemmell y Akiyama, 1996). Para el higado fue utilizado el kit PureLink Genomic DNA
Mini (Invitrogen, Life Technologies) de acuerdo con el protocolo del fabricante. La calidad de los
productos de extraccion fue verificada con electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) y la cantidad fue
estimada por espectrofotometria con un NanoDrop Lite (Thermo Scientific). EIl ADN fue almacenado en
una solucién amortiguador (TE 1x pH 8.0 a -20°C) para su posterior uso en la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

3.2.3 Amplificacion y secuenciacion

Se analizaron tres genes mitocondriales (la NADH deshidrogenasa subunidad 2 [ND2], la regién no
codificante que se repite en tandem [RNC] y la regién de control [RC]) y uno nuclear (Gen activador de la
recombinacién subunidad 1, RAG1). La RNC fue identificada a partir de la secuenciacién de todo el
genoma mitocondrial de Z. exasperata (Castillo-Paez et al., 2016). Las PCRs fueron llevadas a cabo en
12.5 de pl de reaccién con las siguientes concentraciones: 200 uM de dNTPs, amortiguador de PCR 1X
(100 mM de Tris HCl a 8.3 de pH, 500 mM de KCl, 15 mM de MgCl, y 0.01 % de gelatina), 0.5 uM de cada
cebador (lista de cebadores en Tabla 5), 0.5 U de Tag ADN polimerasa (BiolLabs), 0.3 mg/ml de BSA
(BioLabs) y 20 ng de ADN molde. El ciclo de termociclado consistié en: 10 min a 95°C, seguido de 35
ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a la temperatura de hibridacion especifica para cada par de cebadores (ND2 a
60°C, RCa 62°C, RNC a 53°Cy RAG1 a 68°C) y 60 s a 72°C, una etapa de extensién final de 20 min a 72°C.
Los productos de PCR fueron verificados en electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) y fueron purificados
usando el QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen) o ExoSAP-IT para la limpieza de PCR (Affymetrix) de
acuerdo con el protocolo del fabricante antes de ser secuenciados mediante Big Dye Terminator 3.1 en

un secuenciador de DNA ABI 3730xI| (Applied Biosystems).
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Tabla 5: Cebadores mitocondriales y nucleares utilizados para amplificacion.

locus/Cebador | Secuencia (5'-3') | Referencia

Mitocondrial

ND2

ND2Met47 TTTTGGGCCCATACC . .
(Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares, 2011)

ND2Trpl18 GCTTTGAAGGCTTTTGGT

RC

ZECR-L GGTCAGATTAACATATAATGTATATAGCC . B
(Castillo-Paez et al., 2014)

ZECR-H GTGTCTCCGTGGTCCAAC

RNC

Cytb-1040 GGN CAA CCM GTY GAA CAA CC (Sandoval-Castillo et al., 2004)

ZENCR-H GTA TAC ATT AGG AGT GGG GC Disefiado para este estudio*

Nuclear - RAG1

ZERAG1-L TGCTGGCAYTGAGAGCTGGR . .
Disefiado para este estudio*

ZERAG1-H RCAAAGTGGRTTGCAGCACAWC

*Cebadores fueron disefiados en Geneious Pro 4.8.5 (Biomatters Ltd; www.geneious.com).

3.2.4 Analisis de secuencias

La edicién de las secuencias fue realizada usando CodonCode Aligner 3.7.1, (Codon Code Corporation,
Dedham, MA, EUA). Los haplotipos fueron identificados considerando los indels (incluyendo los de RNC)
como quinto caracter utilizando DnaSP 5 (Librado y Rozas, 2009). La alineacion de la secuencias fue
llevada a cabo en MUSCLE basado en la agrupacion de UPGMA implementada en MEGA 6.06 (Tamura et
al., 2013) y verificada manualmente. La divergencia genética se calculd utilizando PAUP* 4 (Swofford,
2002) usando el modelo de evolucion molecular que mejor se ajustd a las secuencias, este fue

identificado en jModelTest 2.1.7 (Darriba et al., 2012).

3.2.5 Andlisis filogenéticos

La inferencia bayesiana fue utilizada para estimar las relaciones filogenéticas implementadas en MrBayes
3.2 sin considerar los indels (Ronquist y Huelsenbeck, 2003). Se ejecutaron cuatro cadenas
simultaneamente con 200,000 generaciones, como modelo de sustitucion fue usado GTR-T. Para dibujar

las filogenias fue usado FigTree 1.4.2 (Rambaut y Drummond, 2007).
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3.3 Resultados

3.3.1 Identificacién morfoldgica

Se detectaron tres morfotipos en el area de estudio (Tabla 4; Figura 3). Las cinco muestras de Oaxaca no
correspondieron con las descripciones morfoldgicas de cualquier Zapteryx spp., puesto que mostraron
un disco mas largo que ancho caracteristico de Z. exasperata, seis ocelos amarillos y negruzcos en el

dorso y un prominente hocico puntiagudo caracteristicas de Z. xyster.

L>W

L<W

E

Figura 3: Morfotipos de los peces guitarras del género Zapteryx. a) Z. exasperata del Estero del Soldado, Sonora y b)
Z. xyster de Sinaloa. Notese la presencia de ocelos en la superficie dorsal de Z. xyster (flechas rojas). L, longitud del
disco; W, ancho del disco. Un tercer morfotipo se encontré en muestras de Oaxaca (n = 5), pero no hay registro
fotografico disponible (ver texto para mas detalles).
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3.3.2 Patrones de variacidn genética
Los alineamientos multiples de cada gen tuvieron las siguientes longitudes: el ND2 fue de 984 pares de
bases (pb), la RC de 605 pb, la RNC de 624 pb y el gen nuclear RAG1 de 552 pb. La RNC mostrd tres o
cuatro motivos de repeticion en tandem (100 pb de longitud cada motivo), por lo que los haplotipos
individuales variaron entre los 520 y 622 pb de longitud. La RNC fue el gen mitocondrial mas polimérfico,
presentd un gran numero de sitios variables e informativos para parsimonia. La RC fue el gen mas
conservado, presentd solo unas pocas mutaciones que definen los cinco haplotipos. Los genes
concatenados del ADNmt produjeron 33 haplotipos entre los 58 individuos analizados (Tabla 6), de los
cuales 16 fueron privados. Algunas secuencias del RAG1 poseian hasta cuatro posiciones heterocigéticas

de un total de ocho sitios variables los cuales definieron nueve alelos (Tabla 6).

Tabla 6: Variabilidad y distancia genética (%) de genes mitocondriales y nucleares de los peces guitarra del género
Zapteryx.

Distancia genética entre
. Modelo de | Haplotipos Haplotipos | Haplotipos del
Locus V.| Pi | hla sustitucion delpnor'ze * delpsur+p no:)te y':IeI sur
Mitocondrial
ND2 28 22 10 HKY* 0.10-0.41 0.31 1.97 -2.50
RC 13 0 5 HKY* <0.001-0.33 0.00 1.85-2.02
RNC 52 40 25 | TPM1uf+l ** 0.16 - 2.56 1.50 4.89-6.58
CAT 93 77 33 TVM+| +G** 0.05-0.72 0.55 2.83-3.27
Nuclear Distancia genética entre localidades
RAGL | 8 | 2 | 9 | HKY 0.181a0.731

ND2, NADH subunidad 2; RC, regién de control; RNC, regién no codificante; CAT, concatenado; RAG1, gen activador
de la recombinacidn 1; V, sitio variable; Pi, sitio informativo para parsimonia; h, haplotipos; a, alelos; * Criterio de
informacion Akaike (AIC) ** Criterio de informacidn Akaike corregido (AlCc); + Los haplotipos del norte se refieren a
todos los haplotipos, excepto los privados de Oaxaca, que se denominan haplotipos del sur.

3.3.3 Evidencia de plasticidad fenotipica

Todos los individuos de Sinaloa fueron identificados morfoldgicamente como Z. xyster (Tabla 4; Figura
3b); no obstante, estos peces compartieron haplotipos principalmente en los loci ND2 y RC con
individuos identificados como Z. exasperata de otras localidades del GC y la CPBC, tan al norte como San
Felipe y Puerto San Carlos respectivamente. De igual manera, para el locus RNC, los individuos de Sinaloa
compartieron haplotipos con las rayas de Mulegé (localidad 5; Figura 4). Igualmente en el gen nuclear
RAG1, casi todos los individuos de Sinaloa tuvieron alelos en comun con los organismos de Z. exasperata

(Figura 4). Esto sugirio que los individuos de la CPBC, el GC y Sinaloa fueron genéticamente
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indistinguibles, segin los marcadores del ADNmt y del ADNn analizados en el presente estudio. Sin
embargo, manifestaron atributos fenotipicos distintos. Lo mismo ocurrié con un espécimen identificado
como Z. xyster de Oaxaca, pero por la mala calidad del ADN no se pudo obtener las secuencias completas
de todos los genes, las secuencias parciales de la RC, ND2 y RAG1 permitieron comparar con los
haplotipos obtenidos para Z. exasperata en el GC (Anexo B al E), extendiendo la distribucidon de este

linaje mucho mas al sur de Mazatldn, Sinaloa.
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Figura 4: Frecuencia de los haplotipos (ND2, RNC) y alelos (RAG1) en el pez guitarra del género Zapteryx del Pacifico Mexicano. (En paréntesis el tamafio de la muestra;
PSC, Puerto San Carlos; PC, Punta Canoas; PSM, Punta Santa Maria; LM, Laguna Manuela; S, San Ignacio; BM, Bahia Magdalena; SF, San Felipe; AB, Bahia los Angeles;

MU, Mulegé, LP, La Paz; BK, Bahia Kino; ES, Estero El Soldado; SN, Sinaloa; OA, Oaxaca; PCBC, Costa Pacifica de Baja California; GC, Golfo de California; CP, Pacifico
Central; GT, Golfo de Tehuantepec).
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3.3.4 Mas de un linaje de Zapteryx en el Pacifico mexicano
A pesar de que la mayoria de los peces guitarra analizados mostraron una diferenciacién con el ADNmt,
los cinco individuos de Oaxaca identificados como Zapteryx sp. tuvieron haplotipos privados vy
divergentes (Anexo B RC: ZAPCR-1, Anexo C ND2: ZAPND2-1 y ZAPND2 -2; Anexo D RNC: ZAPNCR-1 y
ZAPNCR-2). Estos haplotipos, a los que se hace referencia de aqui en adelante como haplotipos
"surefios" en oposicidén a los haplotipos "nortefios", fueron muy divergentes y poseen caracteres fijos
(Anexo B al D) a pesar del pequeiio tamafio de la muestra. Especificamente, la divergencia entre los
haplotipos “nortefios” o entre los haplotipos “surefios” varié entre <0.001 y 2.56 %, mientras que las
divergencias entre los haplotipos “nortefos” y “surefos” eran considerablemente mayores, de 1.85 a
6.58 % (Tabla 6). Ademas, las reconstrucciones filogenéticas bayesianas de los genes del ADNmt
separados y concatenados apoyaron firmemente (98 % bootstrap) la monofilia reciproca de los linajes
“norteno” y “surefio” (ZAPCAT-1y 2, Figura 5), lo que sugiere un aislamiento reproductivo prolongado de
estos linajes matrilineales. No se encontrd un patrén de divergencia genética o monofilia reciproca en el
marcador nuclear, ya que los nueve alelos del RAG1 estuvieron poco diferenciados (divergencia de 0.18 -
0.73 %; Tabla 6). Sin embargo, un patrén geografico surgié de la distribucidn alélica. De los dos alelos
encontrados en Zapteryx sp. de Oaxaca, uno era privado y el segundo (encontrado en cuatro de cinco
peces) solo se compartid con organismos de la localidad mds cercana a la muestra (Sinaloa) y ausente
mas al norte (Figura 4). La filogenia bayesiana del RAG1 revelé un patron filogeografico con una
politomia basal para la mayoria de los alelos nortefios (Figura 6) y un clado monofilético bien soportado

gue agrupa los alelos “surefios” de Sinaloa y los de Oaxaca (ZAPRAG1 1, 2y 3).
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peces guitarra del género Zapteryx del Pacifico mexicano. Los nodos son soportados con probabilidades
posteriores. Morfotipos: 1 sin ocelos dorsales, 2 con ocelos dorsales, 3 nuevo morfotipo no descritos con manchas

dorsales y el disco mds largo que ancho.
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con ocelos dorsales, 3 nuevo morfotipo no descritos con manchas dorsales y el disco mas largo que ancho.

3.4 Discusion

Se encontré que las especies del género Zapteryx en el Pacifico mexicano no estan bien caracterizadas
morfolégicamente. La confusion en la identificacién de las especies y las demarcaciones geograficas de la
guitarra rayada Z exasperata y de la raya ocelada Z xyster son inconsistentes. En primer lugar, el
hallazgo de que el caracter de identificacidn mas conspicuo (es decir, los ocelos dorsales) parece ser
plastico dentro de un grupo de peces que se reproducen, en lugar de ser un caracter diagndstico fijo de
un linaje independiente. En segundo lugar, se encontré evidencia de un grupo de peces “surefio” no
descrito y morfolégicamente distinto que posee un linaje mitocondrial divergente y distinto al de los
peces “nortefios” y que muestra una fuerte sefial filogeografica con el ADNn. Estos hallazgos corroboran
la existencia de dos especies de Zapteryx en el Pacifico mexicano (Z. exasperata y Z. xyster) y sugieren
que Z. xyster tal y como se describe actualmente, puede confundirse con algunas poblaciones de Z

exasperata (ver Capitulo 4).
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3.4.1 Polimorfismo de color en Zapteryx exasperata
Todos los individuos identificados morfolégicamente como Z. xyster son genéticamente indistinguibles
de Z. exasperata con los genes mitocondriales (n=3) y el nuclear (n=1). No se encontré evidencia de
divergencia o diferenciacion genética entre estos dos grupos de peces morfoldgicamente distintos. Este
patrén se ha detectado en otros batoideos. Las especies T. dumerilii y T. melaleuca se cree que son
diferentes, pero el examen morfolégico y el analisis de ADNmt y ADNn indicé que T. melaleuca fue una
variante de color raro de T. dumerilii. En T. melaleuca se presentan areas no pigmentadas en la superficie
dorsal y la pigmentacién normal del iris, esta condiciéon leucistica se le atribuyd a mutaciones de varios
genes (Donnellan et al., 2015). La coloracion y la textura de la piel diferencian a Raja maderensis de R.
clavata. Sin embargo, la falta de distincidon genética entre ellos indica que son la misma especie. Es
posible que la especie nominal R. maderensis represente una poblacién divergente de R. clavata (Ball et

al., 2016).

Las aberraciones de color no son inusuales en los batoideos, alrededor de 19 especies muestran
albinismo o leucismo (Bigman et al., 2016). La rareza de estos patrones de pigmentacion se debe a la
baja abundancia en que ocurren en la naturaleza en lugar de ser una desventaja fenotipica para el
organismo (Sandoval-Castillo et al., 2006). Sin embargo, la variacidon de color presente en Z. exasperata
no corresponde a ninguna de estas condiciones genéticas. No hay pérdida completa, incompleta,
imperfecta o parcial de los pigmentos, Unicamente es diferente patron de coloracién. La diferencia mas
notoria en la coloracidn entre los morfotipos de Zapteryx es la presencia de manchas amarillentas en la
superficie dorsal. A pesar de que su presencia parece geograficamente restringida a las poblaciones del
sur, la pregunta de cuales condiciones especificas, ya sean internas (fisioldgicas, ontoldgicas) o externas

(fisicas, quimicas, ecoldgicas), son responsables de dicha coloracidon se mantiene abierta.

En el pasado, las diferentes etapas de la historia de vida (juveniles vs. adultos) han sido errdneamente
clasificadas como especies diferentes en varios animales, porque los taxbnomos suelen ignorar los
cambios ontogénicos en la coloracién (Booth, 1990). En algunas especies de batoideos, como Himantura
spp., los juveniles presentan un patrén de coloracién distinto al de los adultos (Arlyza et al., 2013).
Aunque los diferentes morfotipos encontrados en este estudio pudieron atribuirse a la diferenciacién
ontogenética, la muestra de Sinaloa (organismos con ocelos) contenia individuos juveniles (40 %) y
adultos (60 %) ambos con el mismo morfotipo. Se desconoce si los juveniles de Zapteryx de las
poblaciones del sur poseen ocelos dorsales, principalmente debido a la falta de muestras. Sin embargo,

se ha muestreado extensamente adultos de Zapteryx de las poblaciones del norte (en la CPBCy el GC) y
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no ha habido registro de la presencia de ocelos. Esto apoya la idea de plasticidad fenotipica o la

adaptacion asociada a las condiciones ambientales en lugar de que se deba a los cambios ontogenéticos.

La presencia de caracteres sexuales secundarios es frecuente en los tiburones y batoideos. Por ejemplo,
los machos de Squatina guggenheim tienen unas espinas pequefias cerca de las puntas de las aletas
pectorales (Colonello et al., 2007) y los machos de Dasyatis sabina tienen un dimorfismo sexual en la
dentadura (Kajiura y Tricas, 1996). No obstante, los ocelos dorsales en Zapteryx se encontraron tanto en

los machos (40 %) como en las hembras (60 %) en la muestra de Sinaloa.

Es probable que los morfotipos alternativos de la coloracién que Zapteryx muestra sean las adaptaciones
a los diferentes hdabitats. Los ambientes heterogéneos pueden actuar como fuerzas selectivas
divergentes, ya sea directamente sobre la coloracién o indirectamente sobre los rasgos genéticamente
correlacionados (Hubbard et al.,, 2010; Maan y Sefc, 2013). Por ejemplo, las coloraciones alternativas
pueden ser discretas en los diferentes habitats, la coloracidon podria estar asociada con el forrajeo
(Cheney, 2013) o las estrategias anti-depredadores (Wishingrad et al., 2014). Del mismo modo, las
diferencias de coloracion se han correlacionado con los gradientes térmicos y la eficiencia de
termorregulaciéon (Clusella Trullas et al., 2007). La convergencia de coloracién entre los linajes que
experimentan condiciones ambientales similares ha sido reportada en varios taxones (Manceau et al.,
2010). La convergencia de coloracién aparente entre los linajes del sur de Z exasperata y Z. xyster
sugiere que este rasgo evoluciond bajo seleccion natural asociada con regiones tropicales. La
confirmacién de la importancia adaptativa de los morfotipos en Zapteryx requiere diferentes enfoques
moleculares (por ejemplo, ddRADseq o RNAseq) de los utilizados aqui en conjunto con enfoques

oceanograficos y ecolégicos (por ejemplo, analisis de paisaje marino).

3.4.2 Linajes genéticos de Zapteryx en el Pacifico mexicano

La presencia de linajes cripticos no descritos no solo subestima la diversidad de los elasmobranquios,
sino que también plantea un reto para la conservacion y el manejo de la biodiversidad marina. Se
detectaron dos linajes genéticos en el género Zapteryx en el Pacifico mexicano, que coinciden con el
numero de las especies descritas hasta ahora. Sin embargo, las distinciones fenotipicas no coinciden con
los linajes genéticos. Algunos individuos de Oaxaca provisoriamente nombrados como Zapteryx sp., son
morfolégicamente diferentes y su ADNmt es altamente divergente. Ademas, sus haplotipos son privados

y forman un clado reciprocamente monofilético. La existencia de estos haplotipos privados, divergentes
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y reciprocamente monofiléticos sugiere fuertemente la existencia de un aislamiento reproductivo a largo
plazo consistente con las especies diferentes. La variacidon nuclear (gen RAG1) es congruente con la sefal
del ADNmt, a pesar de que los alelos no son reciprocamente monofiléticos, esto ultimo probablemente

por la clasificacion incompleta de linajes.

Linajes evolutivos diferentes y morfolégicamente cripticos han sido encontrados en especies de
batoideos en el Pacifico mexicano. En Pseudobatos productus las frecuencias haplotipicas difirieron entre
los peces del GC y la CPBC formando dos linajes divergentes (2.47 % de divergencia de RC; Sandoval-
Castillo et al., 2004). El mismo escenario de divergencia profunda del ADNmt se encontré en Rhinoptera
steindachneri, en el que un haplotipo predomind en el GC y otro se encontrd fijo en la CPBC. La
divergencia genética entre regiones fue alta (10.03 % ND2) y los linajes del GC y la CPBC fueron

reciprocamente monofiléticos (Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares, 2011).

Para Zapteryx, la division principal entre los linajes “nortefios” y “surefios” aparentemente se produce
cerca del Golfo de Tehuantepec (Figura 4). El norte del Pacifico mexicano todo el afio esta influenciado
por las aguas frias de la Corriente de California y por lo tanto se considera la frontera entre el Pacifico
mexicano tropical y subtropical (Wilkinson et al., 2009). Se cree que este limite térmico reduce el flujo de
genes entre las poblaciones marinas (por ejemplo Lopez et al., 2010). Sin embargo, una porcién
significativa de la ictiofauna tropical de la provincia de Panama se extiende hasta la boca del GC (Briggs y
Bowen, 2012), lo que sugiere que esta barrera térmica es permeable y posiblemente insuficiente para
aislar los linajes de Zapteryx en el Pacifico mexicano. Los cambios climaticos en el pasado, podrian haber
provocado la diversificacién de Zapteryx. Los ciclos glaciales del Pleistoceno causaron alteraciones
significativas en los ecosistemas marinos (Hewitt, 2000), algunos de los cuales promovieron la
diversificacion del linaje en varios organismos marinos (Ludt y Rocha, 2015). Se ha sugerido que el GC
puedo haber fungido como un refugio calido para los elasmobranquios (Sandoval-Castillo y Beheregaray,
2015) y otra fauna marina (Jacobs et al., 2004) durante las glaciaciones. Por lo tanto, es posible que el
nivel del mar y los cambios de temperatura durante el ultimo periodo glacial hayan podido aislar los dos
linajes Zapteryx, uno en el GC (Z. exasperata) y otro en el Pacifico ecuatorial oriental (Z. xyster). La
distancia geografica también limita el flujo de genes en las especies benténicas sedentarias, el
aislamiento genético entre los linajes “nortefio” y “surefio” también puede haber sido mediado por la
gran distancia geografica entre ellos, segin se ha informado en otros elasmobranquios con historias de

vida similares (Lewallen et al., 2007; Borsa et al., 2012).
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Los diferentes patrones observados en los genes del ADNmt y del ADNn pueden estar relacionados con
diferencias en su evolucion molecular y el sesgo en la dispersion de los sexos. La menor tasa de mutacion
del gen nuclear RAG1 en comparacion con los loci mitocondriales (ND2, RC y NCR), se refleja en la mayor
diversidad de los genes del ADNmt. Esto esta relacionado con las tasas de evoluciéon animal
inherentemente diferentes del ADNmt y del ADNn vy la hipervariabilidad de las regiones no codificantes
del ADNmt. Ademas, las diferencias en el tamafo del genoma, la seleccidn, la recombinacion y la ligacion
influyen en la evolucion molecular de los genes nucleares heredados biparentalmente (diploides) y los
genes mitocondriales heredados matrilinealmente (haploides). De particular importancia es su tamafio
efectivo de la poblacion, que es cuatro veces mas grande en los genes nucleares que en los
mitocondriales, lo que hace que estos ultimos sean mas susceptibles a la deriva genética aleatoria, a la
fijacion de haplotipos entre poblaciones aisladas y a que la clasificaciéon de linajes sea mas rapida
(Palumbi et al., 2001; Sclavi y Herrick, 2013). Esto es importante en la distincién norte-sur entre los
linajes especificos que no han alcanzado la monofilia reciproca debido a la clasificaciéon incompleta de los
linajes. Un patréon de fuerte diferenciacién genética mitocondrial pero no nuclear, también puede ser
producido por la dispersion mediada por machos. La fuerte diferenciacion mitocondrial evidenciada en el
ADNmt de Z. exasperata entre la CPBC y el GC fue previamente documentada por Castillo-Pdez et al.
(2014) y corroborado con datos adicionales en este estudio (Figura 4). Esta seiial genética sugiere la
presencia de filopatria reproductiva femenina, como la documenta en varios peces cartilaginosos
(Dudgeon et al., 2012). Por otra parte, la ausencia de diferenciaciéon genética entre la CPBC y el GC
revelada por los datos nucleares del RAG1 obedece a la baja tasa de evolucidon de este marcador o
sugiere dispersion sesgada de los machos. Sin embargo, se requieren datos adicionales de marcadores

nucleares de evolucidon mas rapida (como los microsatélites) para comprobar hipdtesis.

3.4.3 Implicaciones taxondémicas

Se encontré tres escalas de variabilidad en el género Zapteryx en el Pacifico mexicano: genética,
fenotipica y latitudinal. Sin embargo, esta variacién contradice el conocimiento actual de su clasificacién,
la sistematica y la biogeografia. Se ha descubierto que: i) el caracter diagndstico mas conspicuo que
define a Z. xyster (es decir, los ocelos dorsales) no es exclusivo; puesto que, es un caracter polimorfico
del extenso linaje filogenético “nortefio” atribuible también a Z. exasperata. Por lo tanto, un analisis
morfoldgico profundo es necesario para determinar las caracteristicas fenotipicas diagndsticas de Z
xyster. ii) Se puede encontrar a Z. exasperata tan al sur como Oaxaca y a Z. xyster tan al norte como

Oaxaca. Sin embargo, esto necesita corroboracién adicional debido al nimero limitado de muestras del
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Pacifico mexicano central. iii) Al menos dos linajes independientes especies especificos identificados con

Il(

el ADNmt ocurren en el Pacifico mexicano, el linaje “nortefo” corresponde a Z. exasperata y el “surefio”
puede corresponder a Z. xyster. iv) La coloracién y los patrones genéticos observados en los peces de
Sinaloa (localidad 7) son consistentes con la posible hibridacién entre las hembras de Z. exasperata del
GC y los machos de Z. xyster del sur, de tal manera que Unicamente el ADNn tiene introgresidén en esta

zona de contacto.

En conclusién, un mal conocimiento de los patrones de variacién morfolégica y genética es la principal
confusién taxondmica, asi como la delimitacion de especies y la demarcacion geografica de los intervalos
de distribucion de las especies en el género Zapteryx en el Pacifico oriental. Mientras que este estudio
proporciona un paso significativo hacia la comprensién de esta paradoja en la regién, los resultados
apuntan a la necesidad de mas investigacion relacionada con este tema. Especialmente aumentando el
esfuerzo de muestreo al sur de Sinaloa y muestras entre Sinaloa y Oaxaca ayudarian a descubrir la
posible presencia del aislamiento por distancia. Se hizo un esfuerzo para recolectar peces guitarra en el
centro y sur del Pacifico mexicano. Sin embargo, no se obtuvieron muestras debido a la baja abundancia
de Zapteryx en esa region. La ampliacion geografica del muestreo en Centroamérica también puede

esclarecer el patron de variacién del linaje “surefo” de los peces guitarra.
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Saavedra-Sotelo N C, Sosa-Nishizaki O, Galvan-Magafia y Rocha-Olivares A. (2017) Cutting through the
Gordian knot: Unravelling morphological, molecular and biogeographical patterns in the genus Zapteryx
(guitarfish) from the Mexican Pacific. ICES Journal of Marine Science online first. DOI:
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Capitulo 4. Patrones complejos de estructura poblacional de la
guitarra rayada Zapteryx exasperata en el norte del Pacifico mexicano

4.1 Introduccion

El grado de diferenciacidén y la conectividad entre poblaciones son procesos de relevancia bioldgica y
ecoldgica que se deben conocer a fondo, especialmente en especies amenazadas, con importancia
comercial o capturadas incidentalmente (Bernard et al.,, 2016). En el caso de los organismos marinos
sujetos a explotacidn, es necesario determinar los patrones de la variabilidad genética de una especie en
su intervalo de distribucién, con el propésito de identificar unidades basicas de pesca y manejo (Laikre et

al., 2005).

La estructura poblacional puede ocurrir por la seleccidon natural o la limitaciéon del flujo genético. La
seleccidon natural es una fuerza evolutiva que puede hacer que localidades se diferencien; por ejemplo, si
los organismos se dispersan libremente entre localidades y se aparean con individuos de localidades
diferentes a la que nacieron, puede ser que su descendencia no sea exitosa y no sobreviva como los
descendientes de los padres locales; por consiguiente, las localidades comenzaran divergir dado que solo
sobreviven los organismos “mejor adaptados” para los condiciones de donde nacieron. La reduccién del
flujo genético ya sea porque se restringe la dispersion de los individuos o por la tendencia de los
individuos de regresar al lugar o regién donde nacieron también afecta la distribucién de la variabilidad
genética haciéndola diferente entre localidades. A mayor flujo de genes, la diversidad genética es
homogénea en el intervalo de distribucidon, pero a menor flujo genético ocurre lo contrario, las
poblaciones se pueden diferenciar. El nivel de conectividad puede influir en la persistencia de las
poblaciones, en el mantenimiento de la diversidad génica de la especie, asi como en la dinamica

poblacional (Laikre et al., 2005; Bernard et al., 2016).

Se han descrito diferentes barreras bioldgicas, oceanograficas y fisicas que limitan el flujo genético en
elasmobranquios. El comportamiento es una barrera bioldgica que puede reducir la conectividad
poblacional y en elasmobranquios se han encontrado evidencias de filopatria, ya sea natal o regional o
bien que un sexo sea mas filopatrico que el otro (Chapman et al., 2015; Flowers et al., 2016). La fuerte
estructura genética con el ADN mitocondrial (ADNmt) que presenta Pristis pristis en Australia puede
deberse a que las hembras adultas regresan al mismo rio donde nacieron para parir (filopatria natal) y no
a otra area de parto accesible (Feutry et al., 2015). La especie de raya Aetobatus narinari presenta débil,

pero significativa, estructura poblacional entre el sur del Golfo de México y la Florida, tanto con
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marcadores moleculares del ADNmt y microsatélites, sugiriendo que los machos y las hembras presentan
cierto grado de filopatria regional (Sellas et al., 2015). Los valores altos de Fs; del ADNmt y los valores
bajos de F'sy de los microsatélites indican que la dispersidén de los sexos es asimétrica en el tiburdn tigre
Galeocerdo cuvier. En las cuencas oceanicas del Atlantico Occidental y del Indo Pacifico (pero no entré
estas), se encontré evidencia de que los machos son los que mas se dispersan, puesto que se
encontraron valores de Fs; del ADNmt, heredado matrilinealmente, uno o dos 6rdenes de magnitud
mayores que los de F's; de los microsatélites, heredados biparentalmente (Bernard et al., 2016). Sin
embargo, este fendmeno solo se ha detectado en los tiburones y no en los batoideos posiblemente por

los escasos estudios (Chapman et al., 2015; Flowers et al., 2016).

Las barreras fisicas también juegan un papel fundamental en la conectividad poblacional. La batimetria
puede ser un factor importante para la dispersidon en especies con habitos bentdnicos y costeros. En las
rayas Raja polystigma (Frodella et al., 2016), Urobatis halleri (Plank et al., 2010) y Dasyatis brevicaudata
(Le Port y Lavery, 2012) la diferenciacién poblacional ocurre entre las poblaciones cuyos habitats estan
interrumpidos por aguas oceanicas profundas. La distancia geografica entre poblaciones puede afectar
adversamente al flujo de genes. Entre mas alejadas se encuentren las poblaciones mayor sera su
aislamiento y diferenciacion genética. Este fendmeno se ha detectado en las poblaciones D. brevicaudata
(Le Port y Lavery, 2012) y Raja clavata (Chevolot et al., 2006b). Algunas especies se segregan por los
diferentes patrones en el uso de su habitat. En el norte de Europa, Dipturus batis presenta dos clados
monofiléticos con las genes del ADNmt y del ADN nuclear (ADNn); la distribucidon de dichos clados esta
relacionada con los gradientes de temperatura, el clado “nortefio” esta asociado a aguas mas frias y el

“surefio” a aguas mas calidas (Griffiths et al., 2011b).

La guitarra rayada, Zapteryx exasperata es un batoideo bentdnico de aguas someras (McEachran y
Notarbartolo-Di-Sciara, 1995; Ebert, 2003) con importancia comercial en el norte del Pacifico mexicano
(NPM) principalmente en la costa este del Golfo de California (GC; Blanco-Parra et al., 2009b). Se conoce
muy poco acerca de su historia de vida, por ello esta catalogada por la Unidn Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza en la Lista Roja de Especies Amenazadas como con “Datos Insuficientes”
(Bizzarro y Kyne, 2015). El intervalo de distribucién aun estd en debate debido a las confusiones
taxondémicas, al aparecer se encuentra desde el sur de California hasta Perd (McEachran y Notarbartolo-
Di-Sciara, 1995; Robertson y Allen, 2002). Recientemente se ha encontrado que los individuos
identificados morfolégicamente como Z. xyster son genéticamente iguales a los individuos de Z
exasperata. Sin embargo, queda la pregunta de si dichos individuos provienen de una poblacidn

diferente (Castillo-Paez et al., 2017b; Capitulo 3). En el NPM se ha encontrado una fuerte diferenciacion
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poblacional y limitado flujo genético (una o dos hembras cada tres generaciones) principalmente entre
los individuos de Sonora y los de la costa del Pacifico de Baja California (CPBC) utilizando ADNmt,
concordando con las diferencias morfoldgicas y los contrastantes patrones de reproducciéon entre los

individuos del GC y la CPBC (Blanco-Parra et al., 2009a; b; Castillo-Paez et al., 2014).

Considerado la evidencia de filopatria en varias especies de batoideos (Flowers et al., 2016), la
caracteristicas sedentarias de su historia de vida y los patrones de estructura poblacional que Z.
exasperata presenta en el NPM, se planted si el bajo flujo genético de Z. exasperata corresponde i) a
algun tipo de filopatria regional o ii) a un sesgo en la dispersion de los sexos o ii) al aislamiento por
distancia. Para ello, en este capitulo: 1) se analizan los patrones de diferenciacién poblacional de Z
exasperata en el NPM utilizando datos multilocus de dos tipos de marcadores moleculares, uno tipo
consiste en tres loci mitocondriales de herencia materna y el otro en 13 loci microsatélitales y un gen
nuclear de herencia biparental, 2) se estima el flujo genético a dos escalas temporales histérico y

contemporaneo, 3) se evalua el sesgo en la dispersion de los sexos y 4) el asilamiento por distancia.

4.2 Metodologia

4.2.1 Muestreo

Se colect6 tejido muscular (a excepcion de San Felipe donde se colecto higado) de 262 individuos de Z.
exasperata a lo largo de la costa del NPM; desde Puerto San Carlos en la CPBC hasta el norte del estado
de Sinaloa en el GC (Tabla 7). La mayoria de los tejidos procedian del desembarco de la pesca artesanal a
excepcién de Sinaloa, que provenian de la fauna de acompafiamiento de arrastres de camardn. Todas las

muestras fueron preservadas en etanol no desnaturalizado al 95 %.



Tabla 7: Localidades de muestreo de tejido muscular de Z. exasperata.
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Localidad Lugar de muestreo N° w° n Afio de colecta
Puerto San Carlos 29°63’ 115°48’ 6 2011
Punta Canoas (PC)
Punta Canoas 29°42’ 115°12’ 28 2011
Punta Santa Maria 28°94’ 114°571’ 1 2011
Bahia Vizcaino (BV)
Laguna Manuela 28°42' 114°08’ 72 2011
. San Ignacio 26°38’ 113°18’ 14 2011
San Ignacio (SI) .
Bahia Magdalena 24°29’ 112°36’ 13 2015
Noroeste del Golfo de San Felipe 31°01’ 114°83’ 12 2002
California (NG) Bahia de los Angeles 28°95’ 113°56’ 1 2002
5 Suroeste del Golfo de Mulegé 26°53’ 111°58’ 39 2015
California (SG) Bahia de la Paz 24°15’ 110°31’ 8 2002
Bahia Ki °82’ °94’ 6 2004
6 Sonora (SO) ahia Kino 28°82 111°94
Estero del Soldado 27°95’ 110°96’ 31 2004
7 Sinaloa (SN) Sinaloa 25079, 109035, 31 2015
23°58 106°74

4.2.2 Extraccion de ADN gendmico y amplificacion de genes de interés

Se extrajo el ADN gendmico mediante la digestion del tejido muscular utilizando proteinasa K vy
precipitando el ADN siguiendo el protocolo de cloruro de litio descrito por Gemmell y Akiyama (1996), la
calidad y cantidad del ADN fue evaluada mediante geles de agarosa al 1.5 % y por espectrofotometria

con el NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher Scientific'™, Waltham, MA, USA).

De un subgrupo de muestras (n=101) que abarcaban todas las localidades muestreadas se amplificaron
tres loci mitocondriales; un gen codificante la NADH deshidrogenasa subunidad 2 (ND2) y dos regiones
no codificantes, la region control (RC) y una regién repetitiva en tandem (RNC; Castillo-Paez et al., 2016;
Capitulo 2). De igual manera de un subgrupo de muestras (n=64) se amplificd el gen nuclear activador de
la recombinacion 1 (RAG1). Estos genes fueron amplificados siguiendo el protocolo utilizado por Castillo-
Paez et al. (2017b; Capitulo 3). Los productos de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se
verificaron en un gel de agarosa al 1.5 % y posteriormente fueron purificados usando QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) o ExoSAP-IT for PCR clean-up (Affymetrix) siguiendo el protocolo del fabricante,
los productos limpios fueron secuenciadas usando Big Dye Terminator 3.1 chemistry en un ABI 3730xl
DNA Sequencer (Applied Biosystems). En todas las muestras (n=262) se amplificaron 13 loci
microsatelitales disefiados para la especie (Tabla 8; Capitulo 2; Castillo-Paez et al., 2017a) siguiendo los

protocolos de Schuelke (2000) y Martinez et al. (2011).



Tabla 8: Lista de cebadores utilizados para la amplificacion de loci mitocondriales y nucleares.

Locus/Primer | Secuencia (5'-3') Referencia

Mitocondrial

ND,

ND2Met47 TTTTGGGCCCATACC . .
(Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares, 2011)

ND2Trpl18 GCTTTGAAGGCTTTTGGT

RC

ZECR-L GGTCAGATTAACATATAATGTATATAGCC . B
(Castillo-Paez et al., 2014)

ZECR-H GTGTCTCCGTGGTCCAAC

RNC

Cytb-1040 GGN CAA CCM GTY GAA CAA CC (Sandoval-Castillo et al., 2004)

ZENCR-H GTA TAC ATT AGG AGT GGG GC Capitulo 3 (Castillo-Paez et al., 2017b)

Nuclear

RAG1

ZERAG1-L TGCTGGCAYTGAGAGCTGGR , . 3
Capitulo 3 (Castillo-Paez et al., 2017b)

ZERAG1-H RCAAAGTGGRTTGCAGCACAWC

Microsatélites

ZAEX2-29F CGCTGTCACACCTAAATTCAG

ZAEX2-29R CAGTCTTTCGGTATATCTGC

ZAEX3-09F AGTGGTCCTAATTACAGCAG

ZAEX3-09R AATAAGACCAACTGTTTCCG

ZAEX3-19F TAGCAGACATAATACCGAGC

ZAEX3-19R GAGAGCGAGTTTCCTTAATG

ZAEX3-22F TCTGATCATCTCTTGTGGTG

ZAEX3-22R CTTACAAGTGCAACTGTCTC

ZAEX3-26F AGATTTAGCATACCGTCCTC

ZAEX3-26R AGACTGTCTGGAACTTAGTG

ZAEX4-02F TATCATTAGAGCGGTGTCAG

ZAEX4-02R CTCATCTAGATTCCAGCGTC , . 3
Capitulo 2 (Castillo-Paez et al., 2017a)

ZAEX4-05F GAGATTGCGGATTTACTTCC

ZAEX4-05R ACACAGACAGGTAGACAG

ZAEX4-20F CAAGCGCCGAGTAATGAC

ZAEX4-20R GGATGAATCTGATGCCAATC

ZAEX4-22F TTGCCATTGTTGTCATTAAG

ZAEX4-22R GCCACCCTTATCATTCTTTG

ZAEX4-39F CTCTGATTCTTTCTGCAGTG

ZAEX4-39R AAAGTGAACTGTGATGAAGG

ZAEX4-41F GAATTGGAGAGACATACTGAC

ZAEX4-41R AATCCTTGTTTCTCTGCAAC

ZAEX4-42F ACTGTTTGAAAGTTTGCTGG

ZAEX4-42R CAACTTACCTTGCACTTACC

ZAEX3-10F CAAGGTTCATTACACAAGGG . 3
Disefiados para este capitulo

ZAEX3-10R GTTGAGGAAATGGAATCTCTC
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4.2.3 Caracterizacion de la diversidad en genes mitocondriales y nucleares
Las secuencias fueron revisadas, analizadas y editadas en el programa CodonCode Aligner 3.7.1 (Codon

Code Corporation, Dedham, MA, USA). Para el alineamiento de las secuencias se utiliz6 MUSCLE basado
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en el agrupamiento de UPGMA implementado en MEGA 6.06 (Tamura et al.,, 2013), la RNC se alined
manualmente. Los sitios variables e informativos para parsimonia fueron detectados en MEGA 6.06
(Tamura et al., 2013). La distincién de haplotipos se realizé considerando los indels como quinto caracter
mediante DnaSP 5 (Librado y Rozas, 2009). Con este mismo programa se detectaron los alelos del gen
RAG1 usando el método bayesiano de PHASE con 100 iteraciones. El nimero de haplotipos, la diversidad
haplotipica y nucleotidica (Tamura y Nei) fueron calculados en Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier y Lischer,

2010).

Los genotipos microsatélitales fueron detectados usando GeneMarker 2.4.0 (Softgenetics LC, State
College, PA). El nUmero de alelos, la heterocigosidad observada (Ho) y la heterocigosidad esperada (He) y
el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) fueron calculados en Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2010).
La prueba de ligamiento (LD) entre pares de loci se realizé en GENEPOP 4.1.3 (Rousset, 2008). A la
significancia de pruebas multiples del HWE y la LD se le aplicd la correccidon secuencial de Bonferroni
(Rice, 1989). El indice de endogamia (F;s) fue calculado en Fstat 2.9.3.2 (Goudet, 2002) y la presencia de
alelos nulos se detectdé mediante MicroChecker 2.2.3 (Van-Oosterhout et al., 2004). Para aumentar el

tamano de muestrea se agruparon las localidades cercanas (Tabla 7).

4.2.4 Estructura y flujo genético poblacional

Para determinar el grado de diferenciacion genética se calculd una matriz de distancias interhaplotipicas
en el programa PAUP* 4 (Swofford, 2002) usando el modelo de sustituciéon nucleotidica que mejor se
ajustd a las secuencias calculado en jModelTest 2.0.2 (Posada, 2008), TPM3uf+l para el ADNmt
concatenado y HKY para la RAG1, mediante el método de ajuste el BIC puesto que presentd la mayor
probabilidad y menor nimero de pardmetros en comparacion con la AlCc. La estructura genética se
analizé mediante un AMOVA estandar (Standard AMOVA computations—haplotypic format) para los loci
mitocondriales y mediante el locus por locus AMOVA para los microsatélites, los dos con 10,000 réplicas.
Los valores pareados de diferenciacidn poblacional (P y Rsr) fueron estimados en Arlequin 3.5.2.2
(Excoffier y Lischer, 2010) con 10,000 réplicas y el nivel de significancia ajustado mediante la correccion
secuencial de Bonferroni (Rice, 1989). El nimero de poblaciones discretas fue determinado mediante un
analisis bayesiano de agrupamiento en el programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Se
consideraron hasta 7 posibles poblaciones (K 1-7), el nimero de repeticiones en cada valor K fue 10. Para
las simulaciones fueron consideradas 1,000 iteraciones para el periodo de calentamiento y 10,000 para

el MCMC después del calentamiento, fue usado el modelo de mezcla sin tener en cuenta las localidades
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y la frecuencia alélica se considerd independiente. De la probabilidad de pertenencia de cada individuo a
una agrupaciéon determinada fue obtenida una grafica de barras en el mismo programa. El nimero de
poblaciones fue determinado utilizado el método de Evanno et al. (2005) implementado en el programa

Structure Harvester 0.6.94 (Earl y VonHoldt, 2012).

La magnitud del flujo genético histérico entre poblaciones fue estimado mediante simulacion bayesiana
usando el programa Migrate-n 3.3.2 (Beerli y Felsenstein, 2001). Las simulaciones fueron realizadas
teniendo en cuenta los siguientes parametros: el modelo de mutacion para de los microsatélites fue
movimiento Browniano mientras que para las secuencias de ADNmt fue Felsenstein (F84), para los dos
marcadores se utilizd una cadena larga (tres repeticiones Unicamente para las secuencias) con 200,000
genealogias muestreadas en incrementos de 50 genealogias (se muestreo una genealogia cada 50
simuladas), 1,000 réplicas para el calentamiento y un esquema de calefaccidon estatica con cuatro
cadenas simultaneas a 4 temperaturas (1., 1.5, 3 y 100). El nimero de migrantes efectivo por generacién
se determiné multiplicando la moda del estimador del tamafio poblacional (8) por el estimador de la

tasa de migracion (M).

4.2.5 Patrones filogeograficos

Se realizd una reconstruccion filogenética intraespecifica del ADNmt concatenado utilizando la
indiferencia bayesiana implementada en MrBayes 3.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003). Se corrieron
cuatro cadenas simultaneamente con 1,000,000 de generaciones, usando el GTR-T como modelo de
sustitucion, los indels no fueron considerados y Z xyster fue utilizada como grupo externo.
Adicionalmente se realizé una red haplotipica de parsimonia estadistica (TCS; Clement et al., 2002)
implementada en PopART (Leigh y Bryant, 2015). Las relaciones filogenéticas y las diferencias genéticas
entre las localidades muestreadas también se analizaron con los microsatélites, para ello fue construido
un arbol del vecino mas cercano (Neigbor-joining, NJ) mediante el programa TreeFit 1.2 (Kalinowski,
2009) usando distancias genéticas de Nei 1987 (Da) con 10,000 remuestreos. Para visualizar los arboles

filogenéticos fue usado FigTree 1.4.2 (Rambaut y Drummond, 2007).

4.2.6 Sesgo en la dispersion de los sexos
Para evaluar si existen diferencias en la dispersion de machos y hembras fueron utilizados dos métodos.

El primero mediante la comparacion de la magnitud de la diferenciacién genética poblacional teniendo
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en cuenta los marcadores de herencia uniparental (ADNmt concatenada) y biparental (microsatélites)
entre las localidades muestreadas (Prugnolle y de Meeus, 2002). El Fst fue calculado teniendo en cuenta
las frecuencias haplotipicas (n=101) en Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2010) y para hacer mas
robusta la comparacidon entre los estimadores fueron estandarizadas las medidas de diferenciacion
genética de los microsatélites (F's;, n=262) en RecodeData 0.1 (Meirmans, 2006) en Fstat 2.9.3.2
(Goudet, 2002). La prueba Kruskal-Wallis Rank sum (implementada en R 3.1.0) fue utilizada para
comparar entre dos marcadores moleculares (métricas). El otro método toma en cuenta Unicamente los
marcadores de herencia biparental comparando los estadisticos entre ambos sexos (n,=80, ny=64,
hembras y machos respectivamente) entre las localidades muestreadas. Para cada sexo fue determinado
el Fsr asi como la media y la variancia del indice de Asignacién (mAIC y VAIC respectivamente) en Fstat
2.9.3.2 (Goudet, 2002). La significancia estadistica para la diferenciacion genética en los dos métodos fue

obtenida después de 10,000 permutaciones.

4.2.7 Aislamiento por distancia

Para determinar el efecto de la distancia geografica sobre la diferenciacién genética (G5t y Rs7) vy fue
realizada una prueba de Mantel implementada en Isolation By Distance Web service 3.23 (Jensen et al.,
2005). Las distancias geograficas fueron estimadas en linea recta a lo largo de la costa en kildmetros

usando Google Earth.

4.3 Resultados

4.3.1 Heterogeneidad en la distribucion de variabilidad del ADN mitocondrial

La longitud de la secuencia consenso de la RC fue de 605 pb y este locus fue el menos polimarfico, se
detectaron Unicamente cuatro haplotipos, el mds abundante estd presente en todas las localidades,
mientras que el segundo mas abundante es exclusivo para las localidades del GC; el tercer haplotipo
menos frecuente se compartié exclusivamente en las localidades del sur de la Peninsula, entre Bahia
Magdalena y La Paz. La longitud del gen ND2 fue de 984 pb y mostré un poco mas diversidad en
comparacion con la RC. Se detectaron 13 haplotipos de los cuales cuatro fueron compartidos, el
haplotipo 1 (marcado con rojo) es el mds abundante y presente en la mayoria de las localidades a
excepcion de Bahia Vizcaino (Figura 7, ND2). Sin embargo, este es considerablemente mas frecuente en
las localidades del GC. Los haplotipos de colores frios se comparten principalmente en las localidades de

la CPBC. La longitud de las secuencias de la RNC fueron entre 520 a 621 pb, esta diferencia se debe a que
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presenté un minisatélite de 100 nucledtidos que se repite en tdndem tres o cuatro veces (ver Capitulo 2;
Castillo-Pdez et al., 2016). Este loci fue el mas polimodrfico y se detectaron 33 haplotipos, de los cuales
nueve se compartieron. La distribucion haplotipica muestra un patrdon interesante en la que los
haplotipos se comparten con las localidades mas cercanas, (Figura 7, RNC). Los haplotipos de colores
frios se comparten principalmente entre las localidades de la CPBC y del sur de la costa oeste del GC,
mientras que los haplotipos de color calido en las localidades del GC. El haplotipo 9 (codificado con verde

oscuro) esta presente mayormente en Sinaloa (Localidad 7) y Mulegé (Localidad 4).

De la concatenacién y alineamiento de los tres genes mitocondriales se obtuvo una secuencia consenso
de 2,211 pares de bases (pb); las secuencias individuales variaron entre 2,108 y 2,210 pb. Se hallaron 43
sitios variables y 26 sitios informativos para parsimonia. Se identificaron 50 haplotipos distintos entre los
individuos analizados (n=101), la mayoria (82 %) fueron haplotipos privados y Unicamente se
compartieron 9 (18 %) entre localidades. Algunos haplotipos son exclusivos para las regiones. La
distribucion geografica de los haplotipos se codificd con colores frios para aquellos de las localidades de
la regién de la CPBC y con colores calidos para la region del GC (Figura 7, CAT). Sinaloa comparte un

Unico haplotipo con las localidades del sur de la Peninsula y se codificé de color verde.
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Figura 7: Distribucion haplotipica de loci mitocondriales (ND2, RNC y CAT - concatenacidon de ND2, RC y RNC) y del
gen nuclear RAG1 de Z. exasperata. El color blanco representa haplotipos privados para la localidad. Datos
individuales de RC no se muestran.
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La diversidad haplotipica (concatenada) en toda el drea de estudio fue moderada a alta mientras que la
diversidad nucleotidica fue baja y correlacionada positivamente con la diversidad haplotipica
(correlacién de Spearman’s r; = 0.8482; Tabla 9). Sinaloa es la localidad con la diversidad haplotipica y
nucleotidica mas baja (Sinaloa, h = 0. 6238, m = 0.0004) mientras que las localidades del oeste del GC

presentan las diversidades mas altas.

Tabla 9: Diversidad genética de Z. exasperata del ADN mitocondrial (CAT - ND2, RC y RNC) y para el gen nuclear
RAG1.

ADNmt CAT RAG1
Localidad n A h+SD ntSD n A Ho He
PC 12 7 0.89 £ 0.06 0.0029 £ 0.0017 9 4 0.33 0.66
BV 16 7 0.80+£0.09 0.0018 £ 0.0011 8 5 0.50 0.73
Sl 14 9 0.93+0.04 0.0034 £ 0.0018 10 5 0.70 0.74
SG 10 10 1.00 £ 0.04 0.0032 £ 0.0019 6 5 0.50 0.73
NG 7 7 1.00 £ 0.08 0.0031 £ 0.0019 5 4 0.80 0.64
SO 21 13 0.93+£0.03 0.0023 £0.0013 5 4 0.60 0.73
SN 21 8 0.62+0.12 0.0004 £ 0.0003 21 5 0.62 0.67
Total 101 50 0.96 £0.01 0.0033 £ 0.0017 64 8 0.58 0.73

n, tamafio de muestra; A, numero de haplotiplos o alelos; h, diversidad haplotipica; i, diversidad nucleotidica; Ho,
heterocigosidad observada; He, heterocigosidad esperada; PC, Punta Canoas; BV, Bahia Vizcaino; SI, San Ignacio;
NG, Noroeste del Golfo de California; SG, Suroeste del Golfo de California; SO, Sonora; SN, Sinaloa.

4.3.2 Baja variabilidad genética en el ADN nuclear

RAG1: En elasmobranquios este gen es poco usado en estudios poblacionales debido a su bajo nivel de
polimorfismo, a pesar de ello en el presente estudio se decidid utilizarlo y fue variable. Las secuencias
tuvieron una longitud de 552 pb y fueron detectados cuatro sitos variables y tres informativos para
parsimonia. Se identificaron ocho alelos, tres fueron compartidos en todas las localidades (Figura 7), el
alelo 7 (marcado con rojo) estuvo presente Unicamente en las localidades del GC a excepcidn de Sinaloa,
mientras que el alelo 4 (marcado con azul) se presenté principalmente en las localidades de la CPBC y el
sur oeste del GC. El alelo 1 (identificado con verde) se presentd en una localidad de la CPBC (Bahia
Vizcaino) y en mayor frecuencia en Sinaloa. La Ho varié mas que la He (Tabla 9). Punta Canoas presenté
la Ho mas baja, mientras que noroeste del GC la mas alta. La He es similar en todas las localidades.
Cuando se analizaron las localidades agrupandolas de acuerdo a las cuatro poblaciones detectadas se
obtuvo que todas las poblaciones se ajustaban a los supuestos de HWE antes y después de la correccion

de Bonferroni (Tabla 10).
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Tabla 10: Diversidad genética poblacional para el gen RAG1

Poblacién n A Ho He pHWE
CPBC 27 6 0.5185 0.7058 0.0692
COGC 11 5 0.6364 0.6710 0.8294

SO 5 4 0.6000 0.7333 0.3662
SN 21 5 0.6190 0.6706 0.5665

n, tamafio de muestra; A, numero de haplotiplos; CPBC, Costa del Pacifico de Baja California; COGC, Costa Oeste
Golfo de California; SO, Sonora; SN, Sinaloa; pHWE, probabilidad de la prueba de ajuste al equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Microsatélites: La diversidad alélica en toda el drea de estudio fue extremadamente baja. El maximo
numero de alelos por locus fue seis. La mayoria de los individuos para los loci ZAEX3-19 y ZAEX4-02
fueron heterocigotos por consiguiente presentaron valores elevados de Ho, valores negativos en el
indice Fis y no se ajustaron a los supuestos del HWE en casi todas las localidades. La mayoria de los
individuos del locus ZAEX3-22 fueron homocigotos, la Ho en la mayoria de las localidades fue baja y
menor a la He, presentando valores positivos de F;s indicando déficit de heterocigotos en algunas
localidades y en seis localidades no presenté desviacion de HWE. De manera particular ZAEX3-10, ZAEX
4-22 y ZAEX4-42 presentaron valores bajos de Ho y He y estuvieron en HWE en la mayoria de las
localidades (Tabla 11). De manera global, cuando se analiza cada microsatélite sin tener en cuenta las
localidades, Unicamente 3 (ZAEX3-09, ZAEX4-20 Y ZAEX4-12) loci se ajustan a los supuestos de HWE
antes y después de las correcciones multiples. Los loci ZAEX4-39, ZAEX4-42 y ZAEX3-26 presentaron

alelos nulos y puede ser una de las razones de la desviacion a los supuestos del HWE.

A nivel de localidad, el nimero de alelos vari6 muy poco presentando promedios entre 2.538 (San
Ignacio) y 3.077 (Bahia Vizcaino; Tabla 11). Las rayas del Noroeste del GC fueron homocigotas para dos
loci mientras que las de Sonora y Sinaloa para un locus. En todas las localidades se presentaron alelos
comunes de todos los loci. Bahia Vizcaino, el Noroeste del GC, el Suroeste del GC y Sonora presentaron
alelos exclusivos con baja frecuencia (<5 %) en uno o dos loci. De igual manera, Sinaloa presentd uno
alelo exclusivo en tres loci pero la frecuencia de estos varié de baja a moderada (8.06 a 35.71 %, Anexo
A). La distribucién de las frecuencias alélicas varid muy poco a lo largo del drea de estudio a excepcion de
Sinaloa, en donde la frecuencia alélica de seis loci (ZAEX2-29, ZAEX4-05, ZAEX4-41, ZAEX3-10, ZAEX3-19 y
ZAEX4-39) vario notablemente (Anexo A). Las heterocigosidades variaron de bajas a moderadas, en
promedio las Ho fueron mayores a las He, la probabilidad de encontrar un individuo heterocigoto fue

menor o igual a 0.5 y en todas las localidades se detectd un déficit de heterocigotos (Tabla 11), a
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excepcién de Sinaloa aunque el valor estaba muy cercano a cero. La uUnica localidad que se encontrd en
HWE fue el noroeste del GC. Sinaloa fue la Unica localidad que presenté alelos nulos en los loci 4-39 y 4-
42 y puede ser la razén por la cual estos loci no se ajustan a los supuestos de HWE. Sin embargo, no
cambiaron los patrones de estructuracion ni de conectividad encontrados. No se encontraron pares de
loci ligados antes ni después de las correcciones multiples. Cuando se analizaron los datos de acuerdo a
las cuatro poblaciones encontradas (una en la Costa del Pacifico de Baja California, otra en Costa Oeste
Golfo de California, una mas en Sonora, y la ultima en Sinaloa) ninguna se ajusté a los supuestos de HWE

ni antes y ni después de la correccién de Bonferroni.



Tabla 11: Variabilidad genética de Z. exasperata en siete localidades.
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Localidad | Parametro | ZAEX2-29 | ZAEX3-09 | ZAEX3-22 | ZAEX3-26 | ZAEX4-05 | ZAEX4-41 | ZAEX3-10
n 34 33 34 33 33 33 34

A 3 4 3 3 4 2 2

pC Fis -0.1930 0.0320 0.4880 0.2090 -0.2650 -0.6410 -0.0650
Ho 0.4412 0.5758 0.0588 0.3030 0.6667 0.7879 0.1471

He 0.3709 0.5944 0.1141 0.3818 0.5291 0.4849 0.1383

pHWE 0.5289 0.0773 0.0319 0.1126 0.5369 0.0002 1.0000

n 65 69 71 69 71 65 71

A 3 4 3 5 4 2 3

BY Fis -0.1840 0.0930 0.1310 0.0490 -0.3280 -0.6000 -0.0100
Ho 0.4000 0.5217 0.1268 0.3768 0.7183 0.7539 0.0423

He 0.3383 0.5749 0.1457 0.3963 0.5423 0.4734 0.0419

pHWE 0.3549 0.3152 0.0126 0.4028 0.0001 0.0000 1.0000

n 26 25 27 27 25 27 27

A 3 4 3 2 4 2 2

5| Fis -0.4380 -0.2600 0.7900 0.0030 -0.2900 -0.5200 0.0000
Ho 0.6923 0.7600 0.0370 0.4074 0.7200 0.7407 0.0370

He 0.4857 0.6065 0.1740 0.4088 0.5616 0.4919 0.0370

pHWE 0.0499 0.5370 0.0010 1.0000 0.6133 0.0139 1.0000

n 11 13 12 12 12 12 13

A 3 4 2 2 4 2 1

NG Fis -0.1270 0.2080 -0.0480 -0.1000 -0.4970 -0.2220 -
Ho 0.3636 0.5385 0.1667 0.2500 0.8333 0.4167 -

He 0.3247 0.6738 0.1594 0.2283 0.5688 0.3442 -

pHWE 1.0000 0.2932 1.0000 1.0000 0.1347 1.0000 -

n 44 37 47 47 43 45 44

A 3 5 2 4 4 3 2

G Fis -0.2870 -0.0280 -0.0110 0.1130 -0.3880 -0.6390 0.0000
Ho 0.5000 0.6757 0.0425 0.3404 0.7907 0.8667 0.0227

He 0.3898 0.6575 0.0421 0.3832 0.5724 0.5326 0.0227

pHWE 0.1418 0.0032 1.0000 0.0026 0.0083 0.0000 1.0000

n 37 36 37 36 37 37 37

A 3 5 3 3 3 3 1

50 Fis -0.1570 -0.0630 0.3010 -0.0190 -0.6200 -0.2260 -
Ho 0.3784 0.6389 0.1081 0.3333 0.8108 0.5405 -

He 0.3277 0.6013 0.1540 0.3271 0.5046 0.4424 -

pHWE 1.0000 0.6346 0.0213 1.0000 0.0006 0.1016 -

n 25 30 31 28 29 29 31

A 3 3 2 2 4 3 4

SN Fis -0.5860 -0.0340 0.0000 0.2390 -0.0820 0.0590 0.1180
Ho 0.8800 0.5667 0.0323 0.3571 0.7586 0.2069 0.6129

He 0.5616 0.5486 0.0323 0.4675 0.7024 0.2196 0.6933

pHWE 0.0006 0.2587 1.0000 0.2404 0.2101 0.1184 0.2344

n, tamafio de muestra; A, numero de alelos; F;, coeficiente de endogamia; Ho, heterocigosidad observada; He,
heterocigosidad esperada; pHWE, probabilidad de la prueba de ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg valores en
negritas representan la significancia después de la correccién de Bonferroni (0 = 0.05); CPBC, Costa del Pacifico de
Baja California; PC, Punta Canoas; BV, Bahia Vizcaino; SI, San Ignacio; GC, Golfo de California; NG, Noroeste del
Golfo de California; SG, Suroeste del Golfo de California; SO, Sonora; SN, Sinaloa; (-), no disponible.
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Localidad | Parametro | ZAEX3-19 | ZAEX4-02 | ZAEX4-20 | ZAEX4-22 | ZAEX4-39 | ZAEX4-42 | Promedio
n 33 34 33 34 33 28 33

A 3 2 4 2 2 2 2.7692

pC Fis -0.5630 -1.0000 0.0280 -0.0310 0.0500 -0.1490 -0.2310
Ho 0.7576 1.0000 0.5455 0.0882 0.4545 0.2857 0.4702

He 0.4890 0.5075 0.5608 0.0856 0.4779 0.2494 0.3834

pHWE 0.0005 0.0000 0.8304 1.0000 1.0000 1.0000 <0.0001

n 68 71 70 71 49 60 66.928

A 3 2 4 2 3 2 3.077

BY Fis -0.6450 -1.0000 -0.0900 -0.0530 0.1230 -0.0260 -0.2660
Ho 0.8529 1.0000 0.6571 0.1127 0.4082 0.0668 0.4644

He 0.5211 0.5035 0.6031 0.1071 0.4648 0.0645 0.3675

pHWE 0.0000 0.0000 0.2605 1.0000 0.6846 1.0000 <0.0001

n 27 26 27 27 26 24 26.231

A 2 2 3 2 2 2 2.538

Sl Fis -1.0000 -1.0000 -0.0830 -0.0200 0.0180 -0.0700 -0.3370
Ho 1.0000 1.0000 0.5557 0.0741 0.5000 0.1667 0.5147

He 0.5094 0.5098 0.5136 0.0727 0.5091 0.1560 0.3874

pHWE 0.0000 0.0000 0.5380 1.0000 1.0000 1.0000 <0.0001

n 12 13 10 13 8 11 11.6365

A 2 2 4 2 2 1 2.6360

NG Fis -0.6920 -0.8460 -0.2130 -0.0910 -0.4000 - -0.3050
Ho 0.8333 0.9231 0.6000 0.2301 0.6250 - 0.5255

He 0.5073 0.5169 0.5000 0.2123 0.4583 - 0.4086

pHWE 0.0630 0.0055 1.0000 1.0000 0.4871 - 0.3590

n 44 41 45 45 41 38 43.1540

A 3 2 3 2 2 2 2.8460

sG Fis -0.8310 -1.0000 -0.2680 -0.3540 0.3240 -0.0420 -0.3300
Ho 0.9318 1.0000 0.6222 0.5333 0.3415 0.1053 0.5209

He 0.5139 0.5062 0.4921 0.3955 0.5035 0.1011 0.3933

pHWE 0.0000 0.0000 0.0053 0.0201 0.0577 1.0000 <0.0001

n 37 37 37 35 35 35 36.3350

A 3 2 3 2 2 2 2.8330

50 Fis -0.9470 -0.8950 0.0310 -0.0970 0.2610 -0.0630 -0.2730
Ho 1.0000 0.9459 0.4595 0.2000 0.3714 0.1429 0.4942

He 0.5202 0.5054 0.4739 0.1826 0.5006 0.1346 0.3895

pHWE 0.0000 0.0000 1.0000 1.0000 0.1718 1.0000 <0.0001

n 31 27 30 24 25 16 27.6670

A 4 2 3 1 3 2 2.9170

SN Fis -0.3410 -0.8570 0.2370 - 0.5520 0.8820 0.0020
Ho 0.8710 0.9259 0.3000 - 0.2400 0.0625 0.4845

He 0.6531 0.5066 0.3915 - 0.5298 0.5141 0.4850

pHWE 0.0309 0.0001 0.0193 - 0.0037 0.0004 <0.0001
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4.3.3 Patrones de diferenciacion poblacional de Z. exasperata en el Norte del Pacifico
mexicano
Se detectd diferenciacién poblacional entre las muestras de la guitarra rayada del NPM con los tres
marcadores moleculares, asi como un moderado a alto porcentaje de variacidon dentro de las localidades
(Tabla 12). Tanto el ADNmt como los genes nucleares mostraron estructura genética significativa
(ADNmt: @sr.car =0.38 P<0.0001; ADNN: @Dstrac1=0.07, P=0.0064; Rsrmicrosatelites=0.11, P=<0.0001). Las
comparaciones pareadas tanto del ADNmt como de los microsatélites indican que Sinaloa fue la Unica
localidad que se diferencié de todas las otras localidades. Se encontraron elevados y significativos
valores de @sry Rst pareados de Sinaloa versus el resto de las localidades (Tabla 13). El analisis bayesiano
de agrupamiento (cluster analysis) arrojo que los datos se ajustan mejor a la existencia de dos grupos
genéticos en equilibrio (K=2). En conformidad con esto, todos los peces de Sinaloa pertenecieron a un
cluster independiente (rojo en Figura 8) mientras que el resto de las muestras (salvo un posible
migrante) forman un segundo cluster (verdes en Figura 8). El gen RAG1 mostrd congruencia a pesar de

gue la Unica comparacién significativa fue entre Sinaloa y el Noroeste del GC (®s=0.2589, P=0.001).

El resto de las localidades mostraron un patron complejo e interesante. Se detectaron diferencias
poblacionales con el ADNmt pero no con los genes nucleares. De manera general, las comparaciones
entre localidades cercanas presentaron valores de @srbajos y no significativos, mientras que aquellas de
localidades mas alejadas arrojaron valores elevados y significativos (Tabla 13). Sonora mostré un alto
grado de diferenciacién con la mayoria de las localidades, con excepcién de la localidad mas cercana
(Sonora vs Noroeste del GC) de la que no se diferencid. Las localidades de la costa oeste del GC podrian
considerarse como una zona de transicidén, entre ellas no hubo diferenciacion y entre localidades
cercanas a estas tampoco. Las tres localidades de la CPBC no mostraron diferencias significativas entre

ellas.
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Tabla 12: Analisis de varianza molecular (AMOVA) en siete localidades del norte del Pacifico mexicano para Z
exasperata basados en tres genes del ADN mitocondrial concatenados, un gen nuclear y 13 microsatélites.

Loci Fuente de variacion GL % d?, Dsi/Rst p-valor
variacion

Entre localidades 6 38.28

ADNmt Dentro de las localidades | 94 61.72
Total 100 0.38 <0.0001

Entre localidades 6 11.46

Microsatélites Dentro de las localidades | 517 88.54
Total 523 0.11 <0.0001

Entre localidades 6 6.83

RAG1 Dentro de las localidades | 121 93.17
Total 127 0.07 0.0064

GL, grados de libertad.

Tabla 13: Comparaciones pareadas de Qsr.car de ADNmt (encima de la diagonal) y Rsr de microsatélites (debajo de
la diagonal) de Z. exasperata.

Localidad PC BV | SG NG SO SN

PC 0.0097 0.0000 0.1929 0.3313 0.4645 | 0.5621
BV 0.0026 0.0162 0.3799 0.4941 0.5714 | 0.6854
| 0.0139 0.0172 0.1456 0.2568 0.3887 | 0.4903
SG 0.0088 0.0169 0.0000 0.0441 0.1877 | 0.4181
NG 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.6177
SO 0.0066 0.0182 0.0006 0.0000 0.0000 0.5804
SN 0.3344 0.3056 0.3027 0.2923 0.3401 0.3067

Valores significativos después de la correccion de Bonferroni en negritas (p < 0.05); PC, Punta Canoas; BV, Bahia
Vizcaino; S, San Ignacio; NG, Noroeste del Golfo de California; SG, Suroeste del Golfo de California; SO, Sonora; SN,
Sinaloa.

Figura 8: Asignacion individual a cada poblacion (K=2) asumiendo una frecuencia alélica independiente, PC, Punta
Canoas; BV, Bahia Vizcaino; SI, San Ignacio; NG, Noroeste del Golfo de California; SG, Suroeste del Golfo de
California; SO, Sonora; SN, Sinaloa.
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4.3.4 Conectividad poblacional de Z. exasperata en el Norte del Pacifico mexicano
El flujo genético histérico fue considerablemente mas alto con los microsatélites que con el ADNmt
(secuencias concatenadas, Figura 9). Considerando el ADNmt, las hembras de Z. exasperata mostraron
un nivel de aislamiento significativo y, por consiguiente, una baja conectividad. En la mayoria de los
casos, se requirieron al menos cuatro generaciones para que una hembra migrante llegard a otra
localidad. Sin embargo, algo interesante ocurrié en las localidades de la costa oeste del GC, la intensidad
del flujo genético fue alto en comparacién con otras localidades, en donde recibieron entre 4 y 48
hembras migrantes por generacion del resto de localidades. Las estimaciones del flujo genético con los
microsatélites mostré un patron diferente, migraron entre 3.5 y 32 individuos. Sin embargo, cabe

resaltar que el flujo hacia las localidades de la CPBC fue el mas bajo.
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Figura 9: Flujo genético historico de Z. exasperata estimado a partir de marcadores moleculares. CPBC, Costa del
Pacifico de Baja California; COGC, Costa Oeste Golfo de California; SO, Sonora; SN, Sinaloa; ADNmt. car,
concatenacién de tres genes mitocondriales ND2, RC y RNC. Las flechas indican la direccion del flujo genético son
proporcionales al nimero de migrantes por generacion (N.m). El tamafio de los circulos es proporcional al
estimador del tamafio efectivo poblacional (©).
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4.3.5 Patrones filogeograficos de Z. exasperata en el Norte del Pacifico mexicano
Se encontrd una delimitacién filogeografica clara y consistente con ambos tipos de marcador molecular.
Si bien el arbol filogenético del ADNmt no se resolvid del todo, se lograron formar dos clados
moderadamente soportados (>50 % bootstrap, Figura 10 a y b). El clado a agrupa la mayoria de los
haplotipos de las localidades del GC (Noroeste del GC, Suroeste del GC y Sonora), mientras que el clado b
todos los haplotipos de Sinaloa y la mayoria de los haplotipos de las localidades de CPBC. Dentro del
clado b se formaron dos subclados que separaron la mayoria de los haplotipos de Sinaloa de los de las
otras localidades. Esto sugiere que los individuos de Sinaloa y CPBC estdan mas cercanamente
relacionados filogenéticamente entre si que con los individuos del GC. En la red haplotipica del ADNmt se
observé el mismo patron filogeografico. Todos los haplotipos de Sinaloa estaban conectados entre si

(Figura 11b).

De igual manera, la mayoria de los haplotipos de Sonora estdn conectados con haplotipos de las
localidades del Noroeste del GC y del Suroeste del GC conformando un grupo del haplotipos del GC
(Figura 11c). Gran parte de los haplotipos de las localidades de CPBC estaban conectados entre si (Figura
11a). Los individuos de Suroeste del GC estdn presentes en todas las agrupaciones o clados. Las
relaciones filogeograficas de los microsatélites mostraron un patrén similar, las localidades de la CPBC
(PC, BV y SI) se encontraron cercanas y conectadas entre si. Lo mismo ocurrid con las localidades del GC
(SO, NG y SG). Cabe resaltar que el suroeste del GC se conectd con las localidades de la CPBC (Figura 12).
Sinaloa fue la localidad que presentd la mayor distancia genética. Sin embargo, se conectd con las

localidades de la CPBC similar a lo encontrado con el ADNmt.
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Figura 10: Arbol filogenético bayesiano enraizado de los cincuenta haplotipos generados de la concatenacién de
tres genes mitocondriales. NG, Noroeste del Golfo de California; SO, Sonora; SN, Sinaloa; SG, Suroeste; Sl, San

Ignacio; PC, Punta Canoas; BV, Bahia Vizcaino.
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Figura 11: Red haplotipica de parsimonia estadistica (TCS) del ADNmt concatenado de Zapteryx exasperata. El

tamano de los circulos representa la frecuencia haplotipica, los colores la localidad de procedencia, los circulos
grises son haplotipos que faltan y las lineas representan un paso mutacional. NG, Noroeste del Golfo de California;

SO, Sonora; SN, Sinaloa; SG, Suroeste; SI, San Ignacio; PC, Punta Canoas; BV, Bahia Vizcaino.
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Figura 12: Dendrograma radial no enraizado del vecino mas cercano (neighbor-joining) de microsatélites
representando las relacion y las distancias genéticas de las localidades muestreadas. Se muestran valores de
bootstrap >50 %. R de 0.998 del método de Nei (1987, Da). NG, Noroeste del Golfo de California; SO, Sonora; SN,

Sinaloa; SG, Suroeste; S, San Ignacio; PC, Punta Canoas; BV, Bahia Vizcaino.
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4.3.6 La dispersion de machos y hembras no difiere
No hay evidencia de sesgo en la dispersion de ambos sexos. La comparacién de los valores pareados de
los indices de fijacién uniparentales (ADNmt, Fs;) y biparentales (microsatélites, F's;) no fueron
estadisticamente significativos (Kruskal-Wallis Rank sum test; p = 0.4579) a nivel poblacional. Resulta
interesante que todos los valores pareados de Fsr de la localidad Sinaloa fueron mas bajos que los F'st
(Tabla 14) contrario al resto de localidades. Los valores de mAIC y vAIC fueron lo opuesto a lo esperado.
La mAIC para las hembras fue negativa y mucho mas baja que la de los machos indicando que en
promedio las hembras no nacieron en el lugar donde fueron muestreadas. La vAIC debié de ser menor
en las hembras que en los machos puesto que estos se dispersan y se puede encontrar una mezcla de
residentes y migrantes (Tabla 15). Los resultados no cambiaron cuando se agruparon de acuerdo a las

cuatro poblaciones encontradas.

Tabla 14: Valores de Fs; pareados del ADN mitocondrial concatenado y de los microsatélites

Localidades pareadas | Fss ADNmt | F's; Microsatélites
PCvs BV 0.0449 0.0000
PCvs SI 0.0000 0.0092
PCvs SG 0.0542 0.0380
PCvs NG 0.0571 0.0241
PCvs SO 0.0852 0.0385
BV vs SI 0.0442 0.0139
BV vs SG 0.1062 0.0358
BV vs NG 0.1123 0.0172
BV vs SO 0.1312 0.0372
Slvs SG 0.0341 0.0172
Slvs NG 0.0358 0.0445
Slvs SO 0.0663 0.0446
SG vs NG 0.0000 0.0388
SG vs SO 0.0068 0.0293
NG vs SO 0.0168 0.0000
SN vs PC 0.2548 0.3591
SN vs BV 0.2927 0.3979
SN vs Sl 0.2316 0.3602
SN vs SG 0.1555 0.3870
SN vs NG 0.2253 0.3799
SN vs SO 0.2214 0.3754
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Tabla 15: Valores de la prueba de sesgo en la dispersidén de los sexos de Z. exasperata basados en marcadores
biparentales, microsatélites.

n Fst mAIC vAIC
Hembra 80 | 0.1248 | -0.0894 | 6.2666
Macho 65 | 0.1029 0.1099 5.4015
Significancia 0.7290 0.5950 0.5580

n, numero de individuos; Fs; indice de fijacion; mAIC, media del indice de asignacién; vAIC, variancia de indice de
asignacion

4.3.7 Aislamiento por distancia

La correlacion entre distancias genética y geografica fue positiva y estadisticamente significativa
(r=0.7076, p=0.001, Figura 13) en el ADN mitocondrial, indicando que a medida que aumenta la distancia
geografica disminuye la similitud genética. Sin embargo, no lo fue con los microsatélites (r=0.3295,

p=0.073, Figura 13).
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Figura 13: Prueba de Mantel. a) distancia genética del ADN mitocondrial y b) Distancia genética del ADN nuclear.

4.4 Discusion

Los patrones de estructura poblacional de Z. exasperata en el NPM son complejos. La diferenciacién

poblacional fuerte y significativa a lo largo del NPM y el bajo flujo genético entre poblaciones pueden
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deberse a aislamiento por distancia y barreras fisicas. Las poblaciones de la guitarra rayada presentan

tres tipos de variacion: fenotipica, genética y espacial.

4.4.1 La baja diversidad del genoma de la guitarra rayada

Los loci mitocondriales y nucleares analizados en el presente estudio muestran una diversidad
extremadamente baja a lo largo del area de estudio, con excepcion del locus RNC del ADNmt. Puesto que
la RC no esta sujeta a seleccién es de esperarse que sea mas polimérfica que el gen codificante ND2. No
obstante, como se ha encontrado para esta especie (Castillo-Pdez et al., 2014) y otros elasmobranquios,
la RC no es la mas polimérfica del mtDNA y por esta razon los estudios filogenéticos y poblacionales a
este grupo de peces se realizan con genes codificantes como el ND2 y ND4 (Naylor et al., 2012). Si
Unicamente se hubieran analizado los loci ND2 y RC no se hubiera detectado la diferenciacion
poblacional en Sinaloa, ya que ésta presenta el mismo haplotipo y con similar frecuencia que otras
localidades como Sonora (Figura 7). Esto es relevante, ya que se demuestra que si se hacen estudios
poblacionales Unicamente con el gen ND2 posiblemente se esté subestimando la diversidad genéticay la
diferenciacién poblacional de una especie. El locus que esta marcando la diferenciacion es la RNC cuyo
descubrimiento solo fue posible al secuenciar el genoma mitocondrial en su totalidad (Capitulo 2;
Castillo-Pdez et al., 2016); este locus mitocondrial es el mas polimdrfico e informativo de la guitarra
rayada, tiene un gran numero de haplotipos privados y los haplotipos compartidos lo hacen entre zonas
cercanas mostrando un gradiente espacial (Figura 7). No obstante, dicho locus no ha sido descrito en
otras especies de batoideos. Este descubrimiento da crédito a los esfuerzos de secuenciacion de

mitogenomas, que permiten descubrir regiones que de otra forma pasarian inadvertidas.

Las diversidades haplotipicas y nucleotidicas se estimaron mediante la concatenacién de los loci
mitocondriales, todas las localidades muestran altos valores de diversidad, con excepcién de Sinaloa en
donde fue moderada (Tabla 9). Puede ser que la baja diversidad haplotipica y nucleotidica que muestra
Sinaloa corresponda con una poblacién periférica de Z. exasperata o con el limite de la distribucién mas
nortefio de una poblacion que se distribuye al sur de Sinaloa en el centro y sur de México. Se ha
identificado que las poblaciones periféricas muestran una diversidad genética mucho mas baja que las
centrales (Lesica y Allendorf, 1995). En contraparte, la alta diversidad haplotipica que se presenta en la
Costa Oeste del GC se debe a que es una zona de mezcla, en donde convergen los individuos de la CPBCy

Sonora.
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Los microsatélites suelen ser de los marcadores moleculares mas polimdrficos e informativos. Sin
embargo, en la guitarra rayada el nimero de alelos por localidad fue extremadamente bajo; en
promedio no se encuentran mds de tres alelos por locus. Las heterocigosidades son bajas y la
probabilidad de encontrar un individuo heterocigoto en toda el area de estudio es menor al 50 %, todas
las localidades presentan déficit de heterocigotos. Sin embargo, al parecer esto no es algo anédmalo en
batoideos y algunas especies con habitos bentdnicos muestran un patrdn similar. El nimero de alelos
promedio para dos poblaciones de Raja pulchra en Corea del Sur fue de 4.7 y 4.9 y sus Ho promedio
fueron entre 0.56 y 0.577, muy similar a lo encontrado en las localidades de Z. exasperata (Kang et al.,
2012). Sin embargo, R. pulchra Unicamente presentd déficit de heterocigotos en un par de locus y una
poblacién (Sinaloa), pero esto fue ocasionado por la presencia de alelos nulos y no por un efecto como la
endogamia o subestructuracién poblacional que podria afectar a todo el genoma (Kang et al., 2012). No
obstante, el déficit de heterocigotos y el desajuste a las supuestos de HWE en la mayoria de localidades
de Z. exasperata puede deberse a procesos que las poblaciones sufrieron como un recientemente un

cuello de botella, una expansion, endogamia o un efecto Wahlund.

No se sabe si las poblaciones de la guitarra rayada han colapsado, pero se sabe que Z. exasperata es un
componente importante en la pesqueria artesanal en el NPM lo que puede reducir el tamafio de la
poblacién y la diversidad genética (Blanco-Parra et al., 2009b; Cartamil et al., 2011; Ramirez-Amaro et al.,
2013). Puede ser que la especie presente alguna conducta que promueva la reproduccidon entre
organismos cercanos como la filopatria, pero en el presente estudio no se detectd que dicho fendmeno
ocurra en esta especie, sugiriendo que los organismos pueden dispersarse y reproducirse con individuos
de otras poblaciones. El efecto Wahlund ocurre cuando dos o mas subpoblaciones son muestreadas

inadvertidamente como una sola poblacién. Sin embargo, no se detectd ninguna subdivisidon poblacional.

Por varias décadas se ha reconocido que las tasa de evolucion molecular de los elasmobranquios es
significativamente menor que la de los vertebrados homeotermos (ver Martin et al., 1992). El presente
trabajo da cuenta de una tasa de evolucién molecular muy baja en la guitarra rayada, no solo en el
ADNmt sino también el genoma nuclear (RAG1 + microsatélites). Es posible que esta sea una condicién
basal en esta especie de elasmobranquio con habitos demersales, ya que no se tiene conocimiento de

gue sus poblaciones hayan pasado por un cuello de botella.

Fuera de toda expectativa, el gen nuclear RAG1 fue informativo al mostrar seial geografica. No obstante,
Unicamente se detectd diferenciacion poblacional Unicamente entre un par de localidades. Esto puede

deberse a: i) la tasa de evolucién baja que se ha encontrado para este gen (Dudgeon et al., 2012; Sclavi y
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Herrick, 2013), puesto que en algunas especies de tiburones se ha encontrado extremada baja diversidad
alélica e incluso en algunos especies solo se ha encontrado un alelo para todas las poblaciones (ver
Boomer et al., 2012; Tillett et al., 2012a), o ii) al tamafo de muestra que se ha analizado (n=64), puede
ser que este sea muy pequefio, dada la baja variabilidad y no ser lo suficiente para encontrar dicha sefial

poblacional.

4.4.2 Poblaciones alopatricas en ambas costas de la Peninsula de Baja California

Ya se habian descrito dos linajes matrilineales de Z. exasperata en el NPM, uno en la CPBC y otro en el
estado de Sonora (Castillo-Pdez et al., 2014). En el presente trabajo se aumentd el numero de loci, de
individuos y de localidades analizadas para obtener un panorama mas completo de los patrones de
estructura y conectividad genética poblacional. Si bien se confirma la presencia de las dos poblaciones
anteriormente descritas, se encontrd que la Costa Oeste del GC es una zona de mezcla. El flujo genético
historico es asimétrico y con una mayor intensidad desde las poblaciones de Sonora y la CPBC hacia la
Costa Oeste del GC (Figura 9). De igual manera, tanto en el arbol filogenético como en la red haplotipica
se puede visualizar que los individuos del noroeste y suroeste del GC se encuentran dispersos en la

topologia (Figura 10y 11).

Un escenario completamente diferente se observé con el ADNn. La distribucidon de las frecuencias
alélicas para todas las localidades (con excepcién de Sinaloa) es homogénea. Sugiriendo que hay una
poblacién panmictica en ambas costas de la Peninsula de Baja California. El Unico estudio con
microsatélites en un batoideo bentdnico simpatrico observd un patrén similar. En Urobatus halleri, no se
encontré diferenciacidon poblacional entre Sonora, en el GC y California en Estados Unidos (Plank et al.,
2010). Posiblemente la discrepancia entre marcadores moleculares se expligue en parte por las
diferentes tasas mutacionales entre el ADNmt y el ADNn, puesto que los microsatélites tienen una tasa
de mutacién mucho mas alta que los genes mitocondriales. El tamafio efectivo poblacional también
influye en las diferencias entre marcadores, la teoria génica predice que en los sistemas haploides el
tamano efectivo poblacional es cuatro veces menor que en los sistemas diploides (Prugnolle y de Meeus,

2002).

Castillo-Pdez et al. (2014) hipotetizaron sobre las posibles barreras que limitan la conectividad entre
estas poblaciones, incluyendo un evento de vicarianza por el surgimiento de la peninsula de Baja

California, factores abidticos contratantes entre los habitats de las poblaciones y la filopatria
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reproductiva femenina. En el presente estudio se evalud con un mayor nimero de genes y muestras si el
sesgo en la dispersiéon de los sexos o el aislamiento por distancia actdan como barreras para la
dispersion. A pesar de los patrones contrastantes entre los marcadores moleculares no se encontré
evidencia de que un sexo se disperse mas que el otro, contradiciendo cualquier expectativa. Este
fendmeno ha sido frecuentemente encontrado en los tiburones de habitos pelagicos (Daly-Engel et al.,
2012), pero no hay registro en los batoideos (Flowers et al., 2016), ya sea por falta de estudios o porque
no se presenta dicho fendmeno en este grupo de peces. Por ejemplo, en Aetobatos narinari no se
encontraron diferencias entre los Fs; de los machos y las hembras. Sin embargo, este resultado se debe
de tomar con cautela por el tamafio de muestra bajo (Sellas et al., 2015). En contraparte, se puede decir
qgue la distancia geografica si esta actuando como barrera para la dispersién en la guitarra rayada. Al
menos parece jugar un papel limitante en la dispersion de las hembras puesto que se encontrd una

correlacion positiva entre la distancia geografica y genética mitocondrial.

La guitarra rayada en Laguna Manuela en la CPBC es capturada principalmente con redes de enmalle y
generalmente a dos kildmetros de la costa y a una profundidad no mayor de 20 m. Los sustrato en dicha
zona es fangoso, arenoso y arrecife rocoso, en estos dos ultimos sustratos es donde se captura mas la
guitarra rayada. Al igual que en Laguna Manuela, en el estado de Sonora Z. exasperata es capturada con
el mismo arte de pesca pero a profundidades mayores entre los nueve y 54 m. No obstante, se han
encontrado que la guitarra rayada también esta asociada a areas con profundidades entre 100 y 200 m
con elevada captura de individuos tanto en el California como en Sonora (Blanco-Parra et al., 2009b). Al
parecer la preferencia de habitat en Sonora es el arrecife rocoso (Blanco-Parra et al.,, 2009b). Las
capturas de la guitarra rayada en Sinaloa son de los arrastres de camaradn, y principalmente este arte de
pesca captura a las rayas entre los nueve y 64 m de profundidad pero mucho mas lejos de la costa a los

50 km.

4.4.3 La poblacidn de Sinaloa es morfolégica y genéticamente diferenciada

Los individuos colectados en Sinaloa son fenotipicamente distintos a los de las demds localidades y se
identificaron originalmente como Z. xyster, puesto que sus caracteres diagndsticos (morfoldgicos y de
coloracién) coinciden con los de la descripcién de esta especie. Sin embargo, los analisis moleculares
indican que estos organismos pertenecen a la especie Z. exasperata (Capitulo 3; Castillo-Paez et al.,
2017b), al no presentar niveles de divergencia genética interespecifica con el resto de los organismos

identificados como Z. exasperata. No obstante, el anadlisis genético poblacional revela que las rayas de
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Sinaloa forman una poblaciéon diferenciada de Z. exasperata en el NPM. La distribucion de las frecuencias
haplotipicas de los genes del ADNmt presenta un patron mas heterogéneo. El Unico haplotipo que
comparte Sinaloa lo hace con una sola localidad (Mulegé) de toda el area de estudio (Figura 7). De igual
manera, en algunos loci microsatélitales, los electroferogramas mostraron patrones diferentes y alelos
exclusivos para esta localidad. Los valores de ®@s pareados de Sinaloa versus otras localidades son
similares a los observados entre Sonora y las localidades de la CPBC. No obstante, los valores pareados
de Rsr de Sinaloa versus todas las localidades son al menos un orden de magnitud mayor que los del

resto de las comparaciones.

Es interesante que, a pesar de la corta distancia geografica que hay entre El Estero del Soldado (en
Sonora) y Sinaloa, asi como entre La Paz (en Suroeste del GC) y Sinaloa, estas localidades alberguen
poblaciones diferentes de guitarra rayada. Es muy probable que este aislamiento se deba por el
ambiente y puede que exista una barrera no detectada que impida la dispersion de las rayas de Sonora
hacia el sur y de las rayas de Sinaloa hacia el norte, limitando de esta forma el flujo genético entre las
localidades. El aislamiento por el medio ambiente se define como un patrén en el cual la diferenciacion
genética aumenta con las diferencias ambientales, independientemente de la distancia geografica.
Dichas diferencias pueden ser los diferentes tipos de habitat, el tipo de sustrato, los gradientes de
temperatura entre otros (Wang y Bradburd, 2014). Por ejemplo, la distribucidon espacial de las especies
cripticas de Dipturus batis concuerdan con los gradientes de temperatura (Griffiths et al., 2010),
sugiriendo que este batoideo puede presentar limites térmicos potenciales a la distribucion. La boca del
GC donde se encuentra la poblacidon de Sinaloa, es una zona donde confluyen las diferentes masas de
aguas, pero dicha region esta mas asociada a la del Pacifico Oriental Tropical (Soto-Mardones et al.,
1999). Puede ser que se esté observando el limite de la distribucién mas nortefia de una poblacidon que

se puede distribuir a lo largo del Pacifico Central Mexicano asociada con aguas mds calidas.

En las especies bentdnicas como la guitarra rayada, la batimetria puede ser un factor importante para la
dispersion como ya se ha hipotetizado para otros batoideos (Plank et al., 2010). En la entrada del GC hay
cuencas oceanograficas con profundidades superiores a 500 km (Lavin y Marinone, 2003); esto funge
como barrera fisica impidiendo que los peces puedan atravesar el GC y migrar a localidades cercanas con
distancias inferiores a 200 km. Finalmente, no se puede descartar que estos patrones de diferenciacion
genética sean el resultado de barreras bioldgicas, como diferencias en biologia y comportamiento
reproductivo (Villavicencio-Garayzar, 1995; Blanco-Parra et al., 2009a), ademas de las posibles barreras

fisicas y ecoldgicas.
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Puede ser que las poblaciones de Sonora y Sinaloa se hubieran diferenciado también por la seleccién
sexual. Las preferencias femeninas y las sefiales masculinas pueden dar como resultado un aislamiento
reproductivo. La seleccién sexual puede causar una rapida divergencia de los rasgos sexuales asociados
con la adquisicién de parejas. Si las caracteristicas para la seleccion de pareja son muy divergentes el
reconocimiento de estas por parte de individuos de la misma especie puede ser dificil; por consiguiente,
se ha propuesto que la seleccion sexual puede facilitar la divergencia entre sistemas de reconocimiento
de las parejas entre poblaciones y conducir al aislamiento reproductivo que a su vez conllevara a la

diferenciacién poblacional y especiacion (Panhuis et al., 2001).

4.4.4 Variabilidad fenotipica de la guitarra rayada

A lo largo de la distribucién de Z. exasperata en NPM se ha detectado variacién morfoldgica que
concuerda con la variabilidad genética. Se han identificado al menos tres poblaciones que cuentan con
caracteristicas intrinsecas. Ya se habia establecido que las hembras y los machos de la CPBC son
significativamente mas grandes (LTy=79.9 + 6.9 cm y LT4=83.4 + 10 cm; Cartamil et al., 2011) que los del
Sonora (LTy=66.06 + 7.57 cm, LTy = 73.46 * 10.42 cm ;Blanco-Parra et al., 2009b; Castillo-Paez et al.,
2014) y los individuos analizados en el presente estudio procedentes de Sinaloa son los mas pequefios
LTy=51.6 + 7,1 cm y LT4=60.4 £ 13.5 cm), aunque se debe tenar cautela por el reducido tamafio de

muestra (ny=10, ny=21).

Los patrones de reproduccién son diferentes entre la CPBC y Sonora. Blanco-Parra et al. (2009a) indican
gue el periodo de ovulacién y gestacién ocurren al mismo tiempo en los peces de Sonora, mientras que
Villavicencio-Garayzar (1995) establecié que dichos periodos no son simultaneos en Bahia Almejas en la
CPBC. Se desconoce acerca de la biologia reproductiva de la poblacion de Sinaloa, pero se puede
hipotetizar que esta poblacidon también puede presentar patrones reproductivos intrinsecos puesto que
su habitat estd regido por patrones oceanograficos diferentes a los que imperan en el GCy en la CPBC

(Lluch-Cota et al., 2007).

Otra caracteristica fenotipica que diferencia a las poblaciones es la coloracién, los individuos de Sinaloa
presentan ocelos amarillos redondeados de negro. Castillo-Paez et al. (2017b, Capitulo 3) indica que no
es un cardcter secundario de dimorfismo sexual puesto que ambos sexos las presentan, tampoco un
caracter ontogenético puesto que estan presentes en juveniles y adultos. Puede ser que esta poblacion

tenga contacto con la especie hermana mas surefia Z. xyster asociada al trépico y con presencia de



70
dichos ocelos. Se han encontrado procesos de hibridacidon en batoideos, las rayas Raja polystigma y R.
montagui con distribucidon parapatrica en el Atlantico norte, presentan una zona de hibridacién en el
suroeste del Mediterraneo (Frodella et al., 2016). Sin embargo, es dificil evaluar dicha hipdtesis con los
datos disponibles puesto que Z. xyster no se encuentra bien caracterizada genéticamente. Otra hipdtesis
es que esta poblaciéon simplemente exprese un fenotipo diferente en respuesta a los ambientes
contrastantes entre el norte y sur del Pacifico mexicano, en donde el norte esta regido por aguas frias
tipicas de la Corriente de California y el sur por masa de agua calidas procedentes de la contracorriente

de Costa Rica (Wilkinson et al., 2009).

4.4.5 Implicaciones para la conservacion

La conservacion de las especies a largo plazo depende de que se conserven las poblaciones
genéticamente distintas (Lesica y Allendorf, 1995). En este trabajo se corroboré la existencia de las
poblaciones de la CPBC y Sonora previamente identificadas y adicionalmente se detectd una nueva
poblacién en Sinaloa. El flujo genético histérico entre las poblaciones es bajo y la diferenciacién genética
entre poblaciones cercanas es alta; por lo tanto, cada poblacion debe de ser considerada como una
“Unidad de Manejo” independiente para fines de regulacién pesquera (Moritz, 1994). Ademas, el
numero de inmigrantes que llegan a estas poblaciones es mas bajo que el nimero de emigrantes, lo cual
es caracteristico de las poblaciones fuente. La presién pesquera en dichas poblaciones puede causar
efectos catastroficos, reduciendo el tamano de la poblacidén, por la extraccion de individuos de la
poblacién y por el bajo nimero de inmigrantes. Por consiguiente, se sugiere seguir con los estudios de
demografia en todas las poblaciones, dado su extrema baja diversidad genética y su importancia

pesquera, principalmente para la poblacion de Sonora.

La Costa Oeste del GC es una zona de mezcla y de importancia para la conservacién de la diversidad
genética, puesto que se encontraron migrantes de las tres poblaciones de la guitarra rayada. Esta regién
actia como una poblacién sumidero, en donde el nimero de inmigrantes es mayor que el nimero de
emigrantes. La presion pesquera en este tipo de poblaciones puede ser amortiguada por la llegada de

inmigrantes de diferentes las diferentes poblaciones.
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Capitulo 5. Primera evidencia de paternidad multiple en un batoideo
viviparo, Zapteryx exasperata

5.1 Introduccion

Un camada engendrada por mas de un padre (paternidad multiple - PM) se deriva del sistema de
apareamiento poliandrico, puesto que las hembras se aparea con mas de un macho en la misma época
reproductiva (Fitzpatrick et al., 2012). Este comportamiento ha sido ampliamente documentado en la
mayoria de taxones (ver Zeh y Zeh, 2001). Sin embargo, aun persiste la pregunta del porqué las hembras
permiten multiples apareamientos. Se ha hipotetizado que cuando el esperma de los diferentes machos
coocurre, la competencia espermatica desencadena un aumento en la probabilidad de fertilizacién con
espermatozoides de alta calidad, incrementa la probabilidad de compatibilidad genética, se “escogen los
mejores genes” y se eleva la diversidad genética de la camada; de esta manera, la hembra y su progenie
tienen ciertos beneficios genéticos, al aumentar la probabilidad de que al menos una cria de la camada
sobreviva a las condiciones ambientales y a su vez reduce la competencia entre hermanos (ver Zeh y Zeh,
2001; Simmons, 2005). En contraparte, se ha propuesto que la poliandria puede reducir la aptitud
femenina en especies donde las cdpulas son agresivas; por ejemplo, durante las multiples copulas en los
tiburones, los machos muerden a las hembras para sujetarlas ocasionando heridas graves en las aletas y

cuerpo, ademas de laceraciones, hematomas e infecciones en la cavidad vaginal (Byrne y Avise, 2012).

La tasa de encuentro depende de las parejas potenciales especialmente cuando las poblaciones son
pequeiias. Sin embargo, la probabilidad de encontrar pareja se incrementa con las agregaciones en las
épocas reproductivas. No obstante, la explotacidon pesquera puede disminuir dicha tasa de encuentro,
debido a la reduccion en el tamafio poblacional o a los cambios en las proporciones de sexos en los
individuos maduros (Daly-Engel et al., 2006). Esto puede ocurrir en los elasmobranquios, puesto que en
algunas especies las poblaciones son pequefias y tienen importancia comercial o son capturadas
incidentalmente; aunado a esto, su tasa de recuperacion es lenta ya que presentan bajas tasas de
fecundacién, pocas crias y crecimiento lento (Walker y Heessen, 1996). Por consiguiente, el
entendimiento de los sistemas de apareamiento en especies explotadas y con alta vulnerabilidad es

indispensable para su conservacién.

El uso de marcadores moleculares de herencia biparental (como los microsatélites) permite analizar los
mecanismos de los sistemas de apareamiento, en especial en aquellas especies en donde la observacion

directa es imposible. Las herramientas genéticas han permitido determinar la paternidad cuando es muy
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dificil de inferirla por observacién de cdpulas o de relaciones sociales (Zeh y Zeh, 2001). Especies que se
creian mondgamas (como la mayoria de las aves) actualmente son catalogadas como poliandricas,
puesto que las pruebas de paternidad indican que algunas crias de la camada no fueron engendradas por
su pareja (Zeh y Zeh, 2001). Asimismo, el uso de dichas técnicas permite inferir procesos copulatorios y
postcopulatorios que promuevan el aislamiento reproductivo al detectarse sesgo en el éxito

reproductivo masculino (Zeh y Zeh, 1997).

En batoideos se han realizado tan solo dos estudios de PM en las especies Raja clavata y Aetobatus
narinari este ultimo realizado con organismos en cautiverio. R. clavata es el elasmobranquio mas
fecundo, la frecuencia de PM es del 100 % puesto que se encontré PM en todas las hembras analizadas
(Chevolot et al., 2006a; Janse et al., 2013). La mayoria de los estudios realizados en tiburones son en
especies viviparas y la frecuencia de PM varia ampliamente. Por ejemplo, Sphyrna tiburo presenta
predominancia de camadas monoandricas, 18 de 22 camadas analizadas (81 %) mostraron evidencia
genética de que solo un macho las habia engendrado. Por otra parte, se encontré que las madres de las
camadas con PM fueron significativamente mas grandes que aquellas sin PM. Sin embargo, estos datos

deben de tomarse con cautela porque solo se analizaron cuatro madres (Chapman et al., 2004).

Por el contrario, en Mustelus henlei predomina el modo de apareamiento poliandrico, con una alta
frecuencia de PM (93 %) puesto que 13 de 14 camadas analizadas fueron polidndricas. La Unica camada
gue no presentd PM fue la mas pequefia (cuatro crias). Adicionalmente, no se encontré relacién entre la
longitud total (LT) de la madre y el nUmero de padres o el tamafio de la camada (Byrne y Avise, 2012). El
sesgo en el éxito reproductivo de los machos también se ha estimado, casi siempre un macho fecunda
mas de la mitad de la camada; por ejemplo, en nueve de las 17 camadas con PM de Carcharhinus

plumbeus un macho engendré el 60 % de las crias (Portnoy et al., 2007).

Zapteryx exasperata es un batoideo de habitos bentdnicos, tanto hembras como machos maduros son
principalmente capturados en primavera e inicios del verano en el norte del Pacifico mexicano, lo cual
puede estar asociado a la migracién reproductiva (Villavicencio-Garayzar, 1995; Blanco-Parra et al.,
2009a). Al parecer la poblacion de la costa Pacifica de Baja California (CPBC) se segrega sexualmente,
puesto que se han reportado captura en mayor frecuencia de individuos del mismo sexo (Villavicencio-
Garayzar, 1995; Ramirez-Amaro et al., 2013). Sin embargo, en Sonora (Golfo de California) dicha
segregacion no existe (Blanco-Parra et al., 2009a). La guitara rayada presentan dimorfismo sexual, las

hembras son siete cm mas grandes que los machos de la misma edad (Blanco-Parra et al., 2009a).
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La guitarra rayada posee un par de oviductos, de glandulas oviducales, de ovarios y de Uteros que
funcionan simultaneamente (Villavicencio-Garayzar, 1995; Blanco-Parra et al., 2009a). En la poblacién de
Sonora el promedio de la fecundidad es de siete crias por hembra (intervalo de dos a 13 crias; Blanco-
Parra et al., 2009a) y en la CPBC lo frecuente es encontrar entre seis y nueve crias (intervalo de cuatro a
11 crias; Villavicencio-Garayzar 1995). En ninguna poblacién existe sesgo en la proporcién de sexos de las
crias y la distribucion de estos es igual en los Uteros. En la CPBC a medida que incrementa la talla de la
hembra la fecundidad también incrementa (Villavicencio-Garayzar, 1995). Sin embargo, esta correlacion
es baja pero significativa en la poblacién de Sonora (r* =0.27; Blanco-Parra et al., 2009a). El ciclo
reproductivo presenta algunas diferencias entre las poblaciones, en Sonora la ovulacidn, la copula y la
fertilizacion ocurren inmediatamente después del parto, tanto la ovulacion como la gestacién suceden al
mismo tiempo, pero en la CPBC no es igual, la ovulacién no ocurre después del periodo de gestacion
(Blanco-Parra et al., 2009a). Se ha hipotetizado una diapausa embrionaria en la poblacién de Sonora
dado que no se han encontrado hembras con desarrollo embrionario ente agosto (apareamiento) y
febrero (inicio de gestacion; Blanco-Parra et al., 2009a). A pesar del conocimiento que se tiene de la
biologia reproductiva de este batoideo viviparo aplacentario, falta mucho por investigar acerca de los

sistemas de apareamiento.

Como se ha mencionado, la PM es comun en tiburones viviparos (Byrne y Avise, 2012; Fitzpatrick et al.,
2012). Sin embargo, este comportamiento reproductivo ha sido poco estudiado en batoideos y no se han
realizado estudios en habitad natural en especies viviparas. El principal objetivo del presente estudio es
estimar la frecuencia de PM en Z. exasperata en la poblacién de la CPBC. Especificamente se plantea: i) si
en la guitarra rayada predominan las camadas poliandricas o las monoandricas, ii) cual es el sesgo en el
éxito reproductivo de los machos al engendrar una camada vy iii) si el tamano de la camada esta
relacionado con el nimero minimo de padres inferidos. Para esto: 1) se evalud la frecuencia de PM en 12
camadas de Z. exasperata utilizando siete microsatélites, 2) se estimod el nimero minimo de padres que
pudieron engendrar cada camada y 3) se estimé la relacién en el nimero de padres y el tamafio de la
camada. A pesar de la extremada baja diversidad alélica de los loci microsatelitales de la guitarra rayada
en el norte del Pacifico mexicano (Capitulo 4), los analisis genéticos permitieron establecer su sistema de

apareamiento.
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5.2 Metodologia

5.2.1 Obtenciéon de camadas y extraccion de ADN

Se recolectaron 12 hembras gravidas y su respectiva camada en agosto del 2013 en la pesca artesanal de
Bahia Tortugas (114.894 W y 27.690 N) y El Campito (114.518 W y 27.800 N), en la CPBC, México. El
tejido muscular de la madre y las crias fueron preservados en etanol (95 %) a temperatura ambiente. Se
midio la LT de cada madre. La extraccion del ADN gendmico fue realizada mediante la digestién del tejido
muscular utilizando proteinasa K y precipitando el ADN mediante un protocolo de sales de cloruro de

litio (Gemmell y Akiyama, 1996).

5.2.2 Estimacion genética de paternidad muiltiple

Para estimar la frecuencia de la PM se amplificaron siete loci microsatélitales polimérficos (con tres o
mas alelos) descritos para la especie (ZAEX3-09, ZAEX3-10, ZAEX3-22, ZAEX-39, ZAEX3-26, ZAEX4-11 y
ZAEX4-20; Capitulo 2; Castillo-Pdez et al., 2017a). La reaccién de amplificacion, los perfiles de
termociclado y la genotipificacion fueron realizados de la misma manera a lo descrito por en el capitulo 2
(Castillo-Paez et al., 2017a). El tamafio alélico fue establecido en GeneMarker 2.4.0 (Softgenetics LLC,
State College, PA) y verificados visualmente. Para asegurar que toda la progenie compartia al menos un
alelo materno en cada locus, se construyé una matriz genotipica, la cual consistio en los alelos maternos

y los alelos de cada cria.

El conteo de alelos paternos permitié una estimacion inicial del nimero minimo de padres por camada.
Asimismo, para reconstruir los genotipos parentales y estimar el nimero minimo de padres que
contribuyeron en una camada se utilizé el programa GERUD 2.0 (Jones, 2005). Cuando una camada tenia
tres o mas alelos paternos en uno o mas loci fue considerada poliandrica. La probabilidad de detectar la
PM depende del polimorfismo del locus (la frecuencia alélica), del nimero de loci, el tamafio de la
progenie y el nimero de padres putativos (Neff y Pitcher, 2002). Esta probabilidad fue estimada usando
la frecuencia alélica de cada locus en todas las poblaciones de Z. exasperata (Anexo G) y se tuvieron en
cuenta los siguientes escenarios: i) dos machos con igual éxito reproductivo (50 % y 50 %), ii) dos machos
con éxito sesgado (66.7 % y 33.3 %), iii) tres machos con igual éxito (33.3 %, 33.3 % y 33.3 %) y iv) tres
machos con éxito sesgado (57 %, 28.5 % y 14.5 %), para esto se utilizé el programa PrDM (Neff y Pitcher,
2002). Para determinar si el tamafio de la camada esta correlacionado con el nUmero minimo de padres

se realizd una correlacion de Spearman.
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5.3 Resultados

Se colectaron 12 hembras gravidas y su respectiva camada. La hembra mas pequefa tenia una LT de 880
mm y nueve crias, mientras que la hembra mas grande midié 990 mm y tenia 12 crias. La hembra con el
mayor numero de crias (15) tenia una LT de 930 mm. El tamafio de la camada varid entre tres y 15 crias

(Tabla 16).

Tabla 16: Caracteristicas de 12 camadas de Z. exasperata y el nUmero minimo de padres que las engendraron.

Madre’ T No. f:rias # Loci No. minim*? Sesgo (pr?balgjlidad
(genotipadas) de padres relativa)

EC243 | 960 3(3) 7 1 -

EC250 | 968 4 (3) 7 1 -

EC251 | 925 5 (4) 7 1 -

EC259 | 934 7 (4) 7 1 -

BT246 | 970 7 (5) 6 1 -

EC252 | 935 8 (8) 7 1 -

BT245 | 880 9(8) 6 1 -

BT244 | 970 9 (6) 7 2 4:2 (1.19E°)

EC253 | 954 9 (6) 7 2 4:2 (1.7

EC247 | 950 10 (7) 7 2 5:2 (1.63E7)

EC240 | 930 15 (11) 6 2 8:3 (2.08E°)

EC254 | 990 13 (13) 7 3 7:4:3 (1.44E ")

LT, Longitud total de la madre en milimetros; *, BT y EC, individuo capturado en Bahia Tortugas o El campito
respectivamente; **, se refiere al nUmero minimo de padres y a la proporcidon de la contribucidn paterna mas
probable y su probabilidad relativa (en paréntesis) detectados por el programa GERUD.

Como se esperaba, el poder de detectar la PM fue mayor con el incremento del tamafio de la camada y
el nimero de padres (Tabla 17). El poder de detectar la PM en la guitarra rayada fue alto y se incrementé
cuando la camada tenia seis 0 mas crias. Cuando los padres tienen el mismo éxito reproductivo (es decir;
engendran el mismo nimero de crias) la probabilidad es levemente mas alta que cuando existe un sesgo
en el éxito reproductivo (Tabla 17). Cinco de las 12 camadas analizadas (41.66 %) fueron engendradas
por multiples machos (Tabla 16). Las camadas con cinco o menos crias genotipadas fueron engendradas
por un padre (camadas monoandricas), mientras que las camadas con seis 0 mas crias tenian uno o
multiples padres (camadas polidandricas). La camada con mayor nimero de crias genotipadas y una de las
mas grandes analizadas (EC254, Tabla 16) fue la que tuvo el mayor nimero de padres detectados (tres)
por conteo de alelos en el programa GERUD. Todas las camadas polidandricas presentaron sesgo en el
éxito reproductivo, un macho engendré mas de la mitad de la camada. El tamafio de la camada
(Unicamente el numero de crias genotipadas) esta moderadamente correlacionado con el numero

minimo de padres (correlacidon de Spearman’s rs= 0.618, p = 0.032).
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Tabla 17: La probabilidad de detectar paternidad multiple basada en la frecuencia alélica y el sesgo en el éxito
reproductivo

Escenario Tamaiio de la camada
4 6 8 10 12 14
2 machos (50:50) 0.365 | 0.592 | 0.702 | 0.756 | 0.790 | 0.810
2 machos (66.7:33.3) 0.327 | 0.530 | 0.649 | 0.718 | 0.757 | 0.785
3 machos (33.3:33.3:33.3) 0.496 | 0.742 | 0.853 | 0.907 | 0.934 | 0.952
3 machos (57:28.5:14.5) 0.425 | 0.661 | 0.781 | 0.848 | 0.886 | 0.914

5.4 Discusion

A pesar de la extremada baja diversidad alélica que se ha encontrado en Z. exasperata (Capitulo 4 y
Castillo-Pdez et al., 2017a), los microsatélites utilizados en el presente estudio permitieron dar la primera
evidencia genética de la frecuencia de PM en un batoideo viviparo aplacentario en el habitad natural.
Hasta la fecha Unicamente se han realizado dos estudios de PM, uno en una especie ovipara y el otro en
una especie vivipara en cautiverio sin estimar la frecuencia de este comportamiento. La guitarra raya
tiene casi la misma proporcién de camadas polidndricas o monoandricas, el éxito reproductivo de los
machos no es igual y la correlacion entre el nimero minimo de padres y el tamafio de la camada es

moderada y significativa.

En el batoideo oviparo R. clavata se detecté PM en las cuatro puestas de huevos analizadas; por
consiguiente, la frecuencia de PM es alta al ser todas las camadas poliandricas (Chevolot et al., 2007). Sin
embargo, la frecuencia de PM en Z. exasperata (41.7 %) es inferior a la reportada para R. clavata,
posiblemente debido a que al ser una especie ovipara, las camadas de R. clavata son mucho mas grandes
(39-52 crias) que las de la guitarra rayada (2 y 15), aumentado la probabilidad de ser engendradas por
multiples padres. Al parecer las especies oviparas tienen tendencia de presentar alta frecuencia de PM.
En el tiburén oviparo Scyliohinus canicula L. la frecuencia de PM fue de 92 % solo una camada fue
engendrada por un solo macho. Ademas en dicha especie camadas con poca progenie entre cuatro y seis

crias presentaron PM siendo engendradas por dos o tres padres (Griffiths et al., 2011a).

La frecuencia de PM de Z. exasperata es similar a la reportada en algunos tiburones viviparos. En dos
especies de Mustelus se detecté PM, en M. mustelus la frecuencia fue de 47 % mientras que en M.
punctulatus fue de 54 % (Marino et al., 2015). Cabe mencionar que las especies viviparas de tiburones
tiene alta variedad en la frecuencia de PM, se han encontrado especies con elevada frecuencia de PM

(Carcharhinus plumbeus 85 %, M. henlei 93 %, Negaprion brevirostris 85 %) y otras con tendencia a ser
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monoandricas (Squalus mitsukurii 11 % y S. acanthias 17 %; ver Byrne y Avise, 2012; Fitzpatrick et al.,
2012). Triakis semifasciata es un tiburédn con caracteristicas muy similares a las que presenta Z
exasperata es viviparo aplacentario y de habitos bentdnicos. La frecuencia de PM interanual en T.
semifasciata es 36.4 %. Sin embargo, la frecuencia de PM tiene una variacién interanual, en el 2010 fue
de 20 % y en el 2011 de 78 %. Dicha variacion se debe a que en el 2011 aumento la presencia de machos,

sugiriendo que probablemente la tasa de encuentro fue mayor ese afio (Nosal et al., 2013).

El poder de detectar PM depende de cuatro pardmetros principales: i) del nimero de loci, ii) el nimero
de alelos y su frecuencia, iii) el nUmero de crias analizadas en cada camada y iv) el nUmero de padres y su
éxito reproductivo (Neff y Pitcher, 2002). Puede ser que se esté subestimando la frecuencia de PM en la
guitarra rayada; puesto que i) en algunos loci tanto el nimero de alelos (de tres a seis alelos) como su
frecuencia es baja (ver Anexo G). Por ejemplo, los loci ZAEX3-10 y ZAEX3-22 presentan seis y cuatro
alelos respectivamente, pero en la mayoria de los alelos la frecuencia es extremadamente baja (<0.1,
Anexo G) y por esta razon el indice de contenido polimdrfico también es bajo. Como consecuencia, la
mayoria de las camadas para estos dos loci eran homocigotas para el alelo mas frecuente (ver Anexo G).
Por otra parte, ii) no se genotipificaron igual numero de loci ni todas las crias de las camada. En la
mayoria de las camadas (Tabla 16) faltaron por genotipar entre uno y cuatro (cuatro en la camada mas
grande) crias y en tres de ellas falté por amplificar un locus. Por ejemplo, en la camada monoandrica
BT245, falto por genotipificar una cria y uno de los loci mas polimérficos (ZAEX4-11, Anexo G), lo cual
puede estar subestimando tanto el nimero minimo de padres que la engendran como el sesgo en el
éxito reproductivo. iii) El poder para determinar PM esta relacionado directamente con el tamafio de la
camada (Neff y Pitcher, 2002), las simulaciones realizadas con los siete loci (Tabla 17) permitieron
establecer que con cuatro crias la probabilidad de detectar PM es menor al 50 %. Cinco de las camadas
monoandricas tenian entre tres y cinco crias genotipadas (Tabla 16), esto puede ser el reflejo de dicha
falta de poder para determinar la PM y por lo tanto estar subestimandola en la guitarra rayada. No
obstante, se observd camadas monoandricas con todos los individuos y loci genotipados (EC252 con
ocho crias y EC243 con tres crias, Anexo G), permitiendo establecer que Z. exasperata presenta tanto

camadas monoandricas como poliandricas.

La existencia de camadas monoandricas en la guitarra rayada puede explicarse por procesos
precopulatorios (seleccion sexual) o postcopulatorios (competencia o seleccién espermatica). Las
camadas engendradas por un solo macho pueden deberse a que la madre realmente copuld con un
Unico macho durante la época reproductiva o porque Unicamente se “escogio” el esperma de uno de los

machos con los que copuld. Las interacciones bioquimicas entre el esperma y los fluidos del tracto
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reproductivo de la hembra pueden influir en el éxito de la fertilizacidn (Zeh y Zeh, 1997). La hipdtesis de
la calidad espermatica predice que un macho con espermatozoides de alta calidad puede engendrar
mayor numero de huevos puesto que estos nadan mas rapido en comparacidon con espermatozoides de
menor calidad (Zeh y Zeh, 1997). Asimismo, si el esperma de un macho no es compatible con la hembra
o no tiene “buenos genes” puede no ser exitoso en la fertilizacidn; por consiguiente, la hembra “elegiria”
Unicamente al esperma del macho genéticamente compatible y con “buenos genes” ya que en especies
viviparas como Z. exasperata, el desarrollo embrionario ocurre dentro de la madre y puede haber
contacto entre la madre y las crias, evitando progenie de “mala calidad” (Zeh y Zeh, 2001; Byrne y Avise,

2012; Fitzpatrick et al., 2012).

El nimero minimo de machos que engendraran una camada es el reflejo de que tan promiscua es la
especie. El nimero minimo de machos que contribuyen en una camada con PM en la guitarra rayada
(dos o tres) es similar a lo encontrado para otros tiburones viviparos (de dos a cuatro padres; Byrne y
Avise, 2012). Sin embargo, en la raya R. clavata el nimero minimo de padres (cuatro o seis) que
contribuyeron a la fertilizacion de una camada fue mas elevado (Chevolot et al., 2007). Como ya se
menciond, esto se debe a que en las especias oviparas, ademas de que producen mayor niumero de
huevos, el ciclo ovérico y la fertilizacion son mas largos en comparacién con especies viviparas; por
consiguiente, la PM es favorecida tanto por el incremento de la inseminacidon como por la extension de
tiempo reproductivo (Marino et al., 2015). No obstante, puede ser que se esté subestimando el nimero
minimo de padres en la guitarra rayada, puesto que faltaron individuos por genotipificar y locus en la

mayoria de las camadas analizadas.

En todas las camadas con PM de Z. exasperata un macho es el padre de mas de la mitad de la camada
(Tabla 16). La mayoria de las especies que presentan PM también presenta sesgo en el éxito
reproductivo del macho, casi siempre un macho es el padre de la mayoria de las crias de una camada y
esto concuerda con lo que se predice acerca de los mecanismos postcopulatorios (como la competencia
espermatica) o simplemente por el orden de copulacién. Por ejemplo, en dos especies de Mustelus con
sesgo en el éxito reproductivo, un macho fue el que engendré mas del 60 % de la camada (Marino et al.,

2015).

Las camadas monoandricas y el sesgo en el éxito reproductivo de los machos es el reflejo de que la
seleccion sexual actla en Z. exasperata. Dicha seleccion resulta del apareamiento diferenciado entre
individuos de la misma poblacién. Los diferentes morfotipos y poblaciones encontradas de la guitarra

rayada pueden haber surgido de los patrones de variacion en los rasgos de los caracteres sexuales
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secundarios y de las preferencias apareamiento de las hembras. Se ha demostrado que la diferenciacion

poblacional y la especiacidn ocurren por la seleccion sexual (Panhuis et al., 2001).

El tamafio de la camada en Z. exasperata estd moderadamente relacionado con el niUmero de padres que
la engendraron. A mayor numero de crias mayor niumero de padres contribuyen en la fertilizacion de la
camada. Puede ser que se esté subestimando esta relacion, posiblemente si se completa la
genotipificacion en las crias que faltan en cada camada, se incremente el nUmero minimo de padres y
por consiguiente esta correlacién aumente y sea mads robusta. Sin embargo, este resultado se tiene que
tomar precaucién puesto que como ya se menciond la probabilidad de detectar PM es menor al 50 % en
camadas muy pequefas. Este patrén puede explicarse simplemente por el hecho de que a mayor
numero de huevos por fertilizar mayor es la probabilidad de que mas de un padre logre fertilizar la
camada, esto sucederia si la hembra copula con mds de un macho en la época reproductiva. Tanto la
correlacion como la no correlacion de estas dos variables han sido reportadas en tiburones. En
Negaprion brevirostris el nUumero de padres se incrementa con el tamano de la camada (DiBattista et al.,
2008), mientras que en Squalus acanthias no existe correlacidon entre dichas variables y esto puede
deberse a que S. acanthias es una especie donde predominan las camadas monoandricas (Verissimo et

al., 2011).

La baja diversidad alélica y el poder de deteccién de la PM en la guitarra rayada esta influenciando en la
deteccién de la frecuencia de la PM, el nimero minimo de padres y el sesgo en el éxito reproductivo de
los machos. La diversidad alélica extremadamente baja que presenta Z. exasperata (Capitulo 4; Castillo-
Paez et al., 2017a) puede estar subestimando la deteccion de medio hermanos, puede ser que dos
medio hermanos se estén interpretando como hermanos enteros puesto que pueden tener el mismo
alelo o alelos pero proceden de padres diferentes dado la baja diversidad de los loci. Para solucionar

esto, se deberia de incrementar el nimero de loci que se analizan.

Es evidente que las camadas polidandricas tienen mayor diversidad genética que las monoandricas, dada
la combinacién alélica entre los multiples padres y la madre; por consiguiente, la PM aumenta la
diversidad genética de la camada (Ridley, 1993).Sin embargo, A nivel poblacional, la PM reduce el
tamano efectivo poblacional ocasionado por la mayor variacidon en el éxito reproductivo masculino,
puesto que no todos los machos producen el mismo nimero de crias (Karl, 2008). Cuando el tamafio
poblacional efectivo es reducido la perdida de la diversidad genética es mas rapida causada por la deriva
genética, haciendo que las poblaciones se diferencien o que exista el riesgo de extincién de la poblacién

(Wright, 1951).
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Finalmente estos resultados muestran que, al igual que los tiburones, los batoideos presentan una alta
variabilidad en la frecuencia de PM y que en camadas poliandricas el éxito reproductivo masculino no es
el mismo debido a procesos precopulatorios (seleccion sexual) y postcopulatorios (como la competencia
espermatica, entre otros). Estos resultados son relevantes puesto que es fundamental conocer la
estrategia de reproduccion de una especie, ya que ésta tiene influencia en la aptitud y la diversidad
genética de las poblaciones, lo cual es esencial para la conservacién en especies con mortalidad por
pesca como Z. exasperata. La informacion de la PM es indispensable para entender cémo la explotacion
afecta la reduccion poblacional y el mantenimiento de la diversidad genética (Daly-Engel et al., 2006;

Blanco-Parra et al., 2009b; Cartamil et al., 2011).
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Capitulo 6. Discusion general y conclusion

La disponibilidad de marcadores moleculares permite responder preguntas acerca de procesos
macroevolutivos y microevolutivos (Kelley et al., 2016) como las planteadas en la presente tesis. La
secuenciacién de siguiente generacion (NGS, por sus siglas en inglés) es ampliamente utilizada como una
herramienta para el desarrollo de dichos marcadores moleculares. Cada vez es mas facil y barato
obtener la secuencia del genoma mitocondrial y nuclear de una especie utilizando dicha herramienta y
por ello va en aumento, el numero de especies de elasmobranquios con mitogenoma secuenciado (Diaz-

Jaimes et al., 2016) y parte del genoma nuclear conocido.

La NGS fue bastante util en el presente trabajo, porque permitié describir el mitogenoma de Zapteryx
exasperata (Castillo-Paez et al., 2016) una especie de elasmobranquio con importancia ecoldgica vy
elevada mortalidad por pesca en el norte del Pacifico mexicano (Blanco-Parra et al., 2009b, 2012;
Cartamil et al., 2011). La organizacién del mitogenoma de Z. exasperata es similar a otros batoideos. Sin
embargo, presenta una segunda region no codificante hasta ahora no descrita en este grupo de peces.
Esta regién tiene una estructura interesante al presentar de tres a cuatro motivos de repeticion en
tdndem de 100 bases cada uno (ver capitulo 2). De los tres loci mitocondriales analizados dicha regién
fue la mds informativa en los andlisis de estructura poblacional y sistematica. Por otra parte, la NGS
también permitié identificar 22 microsatélites polimdrficos. No obstante, los loci microsatelitales
analizados presentaron una extremadamente baja diversidad alélica, al encontrarse entre dos y seis
alelos por locus (Castillo-Paez et al., 2017a). Ademas se identificaron 22 loci monomarficos que pueden

ser Utiles en congéneres como Z. xyster.

Se rechaza la hipdtesis de que los peces guitarras del género Zapteryx que se distribuyen en Pacifico
mexicano y que presentan ocelos amarillos (cardcter mas conspicuo de identificacion) en el dorso
pertenecen a la especie Z. xyster y organismos que carecen de ellos son de la especie Z. exasperata. Por
consiguiente, la presencia de ocelos no es un caracter diagndstico para separar las especies de este
género, puesto que se encontraron organismos con ocelos pertenecientes a Z. exasperata y a un linaje
“surefio” en Oaxaca (posiblemente Z. xyster). Z. exasperata presenta dos tipos de coloracion, individuos
sin presencia de ocelos en los estados de Baja California, Baja California Sur y Sonora o con presencia de
estos en Sinaloa (Capitulo 3; Castillo-Paez et al., 2017a). Las causas del polimorfismo fenotipico de la
guitarra rayada se desconocen. Sin embargo, se sugiere que la heterogeneidad del habitat, habitos de

forrajeo o una estrategia antidepredador pueden estar asociadas a estas diferencias en la coloracion.
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Se encontraron tres poblaciones (Pacifico, Sonora y Sinaloa) de Z. exasperata en el norte del Pacifico
mexicano cada una con caracteristicas genéticas y fenotipicas intrinsecas, como es el caso de la
presencia de ocelos en el dorso en la poblacidn de Sinaloa o individuos de mayor talla en la poblacidon del
Pacifico. La presencia de esas poblaciones puede estar relacionada con barreras fisicas y bioldgicas. No
se rechaza la hipdtesis de que entre mas distanciadas geograficamente se encuentran las localidades
mayor en la distancia genética entre estas (aislamiento por distancia) al menos con el ADN mitocondrial.
No obstante, otras barreras fisicas pueden estar contribuyendo a la diferenciacion poblacional como la
presencia de la peninsula de Baja California, procesos oceanograficos y la heterogeneidad del habitat. En
cuanto a barreras bioldgicas y respondiendo la pregunta principal de esta tesis, solo la paternidad

multiple estd contribuyendo con este patrén de estructura poblacional.

Se rechaza la hipdtesis de que la guitarra rayada tiene filopatria reproductiva femenina. Por
consiguiente, la heterogeneidad en la distribuciéon de la variabilidad genética no se debe a que las
hembras se mantengan o regresen al mismo lugar donde se reprodujeron y los machos se dispersen. No
hay evidencia de que este fendmeno ocurra en batoideos, lo cual siguiere que ambos sexos pueden
exhibir niveles similares de dispersion (Flowers et al., 2016). No se rechaza la hipdtesis de que Z
exasperata tiene paternidad multiple y que ésta esta contribuyendo (mas no son las Unicas barreras) en
gue existan estos patrones de estructura poblacional en el norte del Pacifico mexicano. En condiciones
naturales la paternidad multiple reduce el tamafio efectivo poblacional por el aumento de la varianza
general en el éxito reproductivo masculino; es decir, no todos los machos producen el mismo nimero de
crias (Karl, 2008). Cuando una poblacion se reduce en tamafio las frecuencias alélicas cambian por la
deriva genética mas rapidamente en comparacion con una poblacién grande. Las poblaciones pequefias

pueden divergir dado que son mas susceptibles a la deriva genética y la fijacidn alélica (Wright, 1951).

En especies donde se presenta sesgo en la dispersion de los sexos y paternidad multiple, los patrones de
estructuracion poblacional pueden ser extremadamente fuertes, a no ser que sean contrarrestados por
otros procesos. Si no hay flujo genético entre localidades y ademas presenta reduccién en el tamafio
efectivo poblacional por la paternidad multiple, la divergencia entre poblaciones sera elevada. Por el
contrario, si la especie presenta flujo genético entre poblaciones y paternidad multiple, el efecto
combinado de estos dos comportamiento reproductivos seria menos drastico que el anterior escenario,
puesto que las poblaciones tienden a homogenizarse con la dispersion de los sexos pero se diferencian

por la paternidad multiple, como ocurre en Z. exasperata en el norte del Pacifico mexicano.
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La Norma Oficial Mexicana (NOM-029-PESC-2006) para la pesca responsable de tiburones y rayas, trata a
todas la especies con las mismas condiciones, sin tomar en cuenta las caracteristicas intrinsecas de cada
especie, tales como la estructura poblacional, la variacion geografica, la conectividad poblacional, uso de
habitat, entre otras. Este estudio es relevante para la conservacion de la guitarra rayada dado que esta
especie presenta una elevada mortalidad por pesca en el norte del Pacifico mexicano (Blanco-Parra et
al., 2009b; Cartamil et al., 2011; Ramirez-Amaro et al., 2013) y puede ser la base para el disefio de
politicas para el manejo de este batoideo y especies con historias de vida e intervalos de distribucion
similar. Las tres poblaciones identificadas presentan altos niveles de diferenciacién y baja conectividad y
por lo tanto deben de ser consideradas como Unidades de Manejo (MUs por sus siglas en inglés)
independientes. Una en la Costa del Pacifico de Baja California, otra en Sonora y una mas en Sinaloa. No
obstante, la costa Oeste del Golfo de California es bastante interesante, el nimero de inmigrantes
procedentes de todas las localidades es elevado en comparacion con las otras poblaciones, es decir el
flujo genético hacia esta zona es alto. Puede ser que la costa Oeste del Golfo de California funcione como
reservorio genético al ser una zona sumidero; por consiguiente, también debe de tenerse en cuenta para
la conservacion. Por lo tanto, se propone que se debe de hacer las politicas de manejo de acuerdo a la
diferenciacién poblacional encontrada en la presente tesis, al menos tres zonas de manejo son
necesarias para evitar el colapso de las poblaciones de la guitarra rayada ya que cada una de ellas esta

sometida a elevada mortalidad por pesca y cada poblacion presenta caracteristicas intrinsecas.

Se reconoce que una de las limitaciones del presente trabajo es el tamafio de muestra y lugares de
muestreo. La obtencién de muestras al sur de Sinaloa fue muy dificil debido a la baja abundancia de
organismos de este género, por ello es recomendable continuar con los esfuerzos de muestreo en
Pacifico tropical para establecer hasta donde llega la poblacion de Sinaloa de Z. exasperata hacia el sur, y
establecer zonas de hibridacién entre los miembros del género Zapteryx si es que existe. De igual
manera, muestras al norte de Punta Canoas serdan muy beneficiosas para establecer los limites de la

poblacién de Z. exasperata que se ha encontrado en la costa del Pacifico de Baja California.
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Anexos

Anexo A: Frecuencias alélicas de cada locus en cada poblacién.

Locus Alelo BV NG PC SG Sl SN SO

266 5.38 4.55 7.35 2.27 3.85 | 36.00 | 12.16
ZAEX2-29 268 80.00 | 81.82 | 7794 | 75.00 | 65.38 | 56.00 | 81.08

270 14.62 | 13.64 | 14.71 | 22.73 | 30.77 | 8.00 6.76

173 8.70 | 34.62 | 12.12 | 21.62 | 10.00 | 13.33 | 38.89

176 57.25 | 46.15 | 57.58 | 47.30 | 54.00 | 61.67 | 50.00

179 3.62 7.69 4.55 1.35 4.00 2.78
ZAEX3-09

182 30.43 | 11.54 | 25.76 | 28.38 | 32.00 | 25.00 | 6.94

185 1.39

188 1.35

243 1.41 2.94 7.41 2.70
ZAEX3-22 246 92.25 | 91.67 | 94.12 | 97.87 | 90.74 | 98.39 | 91.89

249 6.34 8.33 2.94 2.13 1.85 l1.61 541

160 15.22 | 12.50 | 13.64 | 18.09 | 27.78 16.67

163 35.71
ZAEX3.26 166 76.09 | 87.50 | 77.27 | 76.60 | 72.22 | 64.29 | 80.56

169 1.45 2.13

172 6.52 9.09 3.19 2.78

175 0.72

239 15.49 | 4.17 | 19.70 | 10.47 | 18.00 | 12.07 1.35
7 AEXA-05 243 21.13 | 33.33 | 12.12 | 31.40 | 18.00 | 18.97 | 40.54

247 62.68 | 58.33 | 65.15 | 56.98 | 62.00 | 44.83 | 58.11

251 0.70 4.17 3.03 1.16 2.00 | 24.14

195 62.31 | 79.17 | 60.61 | 53.33 | 59.26 | 87.93 | 68.92
ZAEX4-41 197 37.69 | 20.83 | 39.39 | 43.33 | 40.74 | 10.34 | 29.73

199 3.33 1.72 1.35

216 1.41 7.35 1.85

219 0.70

225 97.89 | 100.00 | 92.65 | 98.86 | 98.15 | 12.90 | 100.00
ZAEX3-10

228 1.14 22.58

231 46.77

234 17.74
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PC, Punta Canoas; BV, Bahia Vizcaino; SI, San Ignacio; NG, Noroeste del Golfo de California; SG, Suroeste del Golfo

de California; SO, Sonora; SN, Sinaloa.



Anexo A: Continuacion. Frecuencias alélicas de cada locus en cada poblacidn

Locus Alelo BV NG PC SG Sl SN SO

330 8.06

332 41.18 | 41.67 | 36.36 | 53.41 | 50.00 | 29.03 | 48.65
ZAEX3-19

334 2.94 1.52 1.14 50.00 1.35

336 55.88 | 58.33 | 62.12 | 45.45 | 50.00 | 12.90 | 50.00

227 50.00 | 53.85 | 50.00 | 50.00 | 50.00 | 53.70 | 52.70
ZAEX4-02

231 50.00 | 46.15 | 50.00 | 50.00 | 50.00 | 46.30 | 47.30

337 15.71 | 10.00 7.58 3.33 9.26 541

341 28.57 | 15.00 | 30.30 | 33.33 | 25.93 | 11.67 | 27.03

343 11.67
ZAEX4-20

345 54.29 | 70.00 | 59.09 | 63.33 | 64.81 | 76.67 | 67.57

347 5.00

349 1.43 3.03

232 9437 | 88.46 | 95.59 | 73.33 | 96.30 | 100.00 | 90.00
ZAEX4-22

236 5.63 11.54 | 441 26.67 | 3.70 10.00

321 33.67 | 31.25 | 37.88 | 53.66 | 51.92 | 48.00 | 44.29
ZAEX4-39 323 65.31 | 68.75 | 62.12 | 46.34 | 48.08 2.00 55.71

329 1.02 50.00

218 3.33 14.29 | 5.26 8.33 53.13 7.14
ZAEX4-42

222 96.67 | 100.00 | 85.71 | 94.74 | 91.67 | 46.88 | 92.86
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Anexo B: Sitios variables de la region control (RC) para el género Zapteryx en el Pacifico mexicano (los sitios fijos
estan sombreados).

Haplotipo | GenBank acc. no. = w o 5 o Y I 8 © 5 o 2 4 b
- - | o (o] (o] (o] (o] o o n n n n

ZECR-1 KC610069 T T C T T T G T C T C G - G

ZECR-2 KC610070 . C -

ZECR-3 KC610071 C -

ZECR-4 KX959528 . . G .

ZECR* KC610069 . . . . . . . . A EEERE

ZAPCR-1 KU746359 C G T C A A T C A A - A

GenBank acc. no., nimeros de acceso de GenBank, en negrita son los haplotipos previamente publicados (Castillo-

Paez et al., 2014); * Muestra con ADN degradado de Oaxaca; ., denota la identidad con el primer haplotipo; ?, datos

perdidos; ZE, corresponden a secuencias encontradas en Z exasperata y ZAP a secuencias encontradas en

organismos de Zapteryx sp.



Anexo C: Sitios variables del gen NADH deshidrogenasa subunidad 2 (ND2) para el género Zapteryx en el Pacifico mexicano (los sitios fijos estdn sombreados).

Haplotipo | ooroank 288222 essgeg ey algee e sl slggs
acc. no. In| = = Nl N | M| ;o & | | 1 | 10| VW ©f VW V| V| N N[ 0| 0 o ol o o

ZEND2-1 KC610072 AlC|G|T|T|C|C|C|A|C|A|T|T|]A|C|C|C|C|T|T]|C C|G|A|C|A

ZEND2-2 KC610073 T T

ZEND2-3 KC610074

ZEND2-4 KC610075 T

ZEND2-7 KC610078 A

ZEND2-11 KU746360 G

ZEND2-12 KX959529

ZEND2-13 KX959530 T T

ZEND2* KC610072 PR R || PP ?

ZAPND2-1 KU756570 G G G A T

ZAPND2-2 KU756571 A G G G|C AlA T
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GenBank acc. no., numeros de acceso de GenBank, en negrita son los haplotipos previamente publicados (Castillo-Paez et al., 2014); * Muestra con
ADN degradado de Oaxaca; (.), denota la identidad con el primer haplotipo; (-), infiere indel; ?, datos perdidos; ZE, corresponden a secuencias

encontradas en Z. exasperata y ZAP a secuencias encontradas en organismos de Zapteryx sp.
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Anexo D: Sitios variables de la regién remanente de duplicacién no codificante (RNC) para el género Zapteryx del Pacifico Mexicano (los sitios fijos estdn sombreados).

Posicién de los sitios de 1 (de 79 al 178) 2 (de 179 al 279)
repeticion en tandem

i GenBank o~ o © © N I ) (=) 0 | ™ © N )
Haplotipo | _ = S| KB | = | R & 3| 3| 3] & 3| RIK| NI N|Q| Q| &8 &| &
ZENCR-1 KU746357 | G A G - - T G C A G C C T T G C A C T G C
ZENCR-2 KU746358 - - A
ZENCR-3 KU746342 - - A
ZENCR-4 KU746343 - - A
ZENCR-5 KU746344 - - . - .
ZENCR-6 KU746345 - - C A - C .
ZENCR-7 KU746346 - - C A - . T
ZENCR-8 KU746347 - - . . - C .
ZENCR-9 KU746348 - - C A - T
ZENCR-10 KU746349 - - C A - . T
ZENCR-11 KU746350 - - . C A - T . T
ZENCR-12 KU746351 - - C C A - A T
ZENCR-13 KU746352 - - . C A - T
ZENCR-14 KU746353 - - G C A - . T
ZENCR-15 KU746354 - - . C A A . C .
ZENCR-16 KU746355 - - A C A - T T
ZENCR-17 KU746356 - - . A - T T
ZENCR-18 KX959522 - - C A . - T T
ZENCR-19 KX959523 - - T A T - T T
ZENCR-20 KX959524 - - C A - T T
ZENCR-21 KX959525 - - C A - T
ZENCR-22 KX959526 - - . C A - T
ZENCR-23 KX959527 | . . . - - . . . . . G . . T G . A . . C
ZAPNCR-1 KU746341 | A G A - - . . . G A . T C C A T - C C
ZAPNCR-2 KU746340 | A G A A C . . T G A . G C C A T - C C

GenBank acc. no., niumeros de

Zapteryx sp.

acceso de GenBank; * Muestra con ADN degradado de Oaxaca; (.), denota la identidad con el primer haplotipo; (-),
infiere indel; ?, datos perdidos; ZE, corresponden a secuencias encontradas en Z. exasperata y ZAP a secuencias encontradas en organismos de
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Anexo D: Continuacidn. Sitios variables de la region remanente de duplicacién no codificante (RNC) para el género Zapteryx del Pacifico Mexicano (los sitios fijos estan

sombreados).

Posicion de
los sitos de
repeticion

en tandem
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Anexo D: Continuacion. Sitios variables de la regidon remanente de duplicacién no codificante (RNC) para el género
Zapteryx del Pacifico Mexicano (los sitios fijos estdan sombreados).

495
509
510
512
517
537
540
546
550
565

Haplotipo
ZENCR-1 A T T G T C A T T A
ZENCR-2
ZENCR-3
ZENCR-4
ZENCR-5
ZENCR-6
ZENCR-7
ZENCR-8
ZENCR-9
ZENCR-10
ZENCR-11
ZENCR-12
ZENCR-13
ZENCR-14
ZENCR-15
ZENCR-16
ZENCR-17 . . . . . . . . . . .
ZENCR-18 . . . . . . . . . . G
ZENCR-19
ZENCR-20
ZENCR-21
ZENCR-22 . . . . . . . . . .
ZENCR-23 . . . . . . . . . G
ZAPNCR-1 T C C A C A
ZAPNCR-2 T C C A C A G C C G

>! 600

(0)]
(@)
(@)
(0)]
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Anexo E: Sitios variables del gen RAG1 para el género Zapteryx.

Haplotipo GenBank | | o < | 10
acc. no. NI
ZERAG1 JN184103 G |A |G |G |T G |G |A
ZERAG1-1 KU756566 . C G |G |G
ZERAG1-3 KU756567 A |. . C G
ZERAG1-4 KU756568 . . A |. C G
ZERAG1-5 KU756569 . . . A |C G
ZERAG1-6 KX959531 . . . . C .
ZERAG1* KU756563-5 | ? ? ? ? ? A |G
ZAPRAG1-1 KU756563 . T C A |G
ZAPRAG1-2 KU756564 C . A |G
ZAPRAG1-3 KU756565 C |A A |G

GenBank acc. no., nimeros de acceso de GenBank, en negrita son los haplotipos previamente publicado
(Castillo-Paez et al., 2014); * Muestra con ADN degradado de Oaxaca; (.), denota la identidad con el
primer haplotipo; ?, datos perdidos; ZE, corresponden a secuencias encontradas en Z. exasperata y ZAP
a secuencias encontradas en organismos de Zapteryx sp.
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Anexo F: Tamafio alélico de 12 camadas de Z. exasperata (la madre de cada camada estd sombreada; -, individuo

no genotipado).

Locus
Camada
3-10 3-22 4-39 3-9 3-26 4-11 4-20
BT244 225 | 225 | 246 | 246 | 321 | 323 (179 | 182 [ 166 | 166 | 324 | 328 | 339 (341
BT244-2 225|225 | 246 | 246 | 321 |321 |176 | 179 | 166 | 166 | 324 | 332 |339 (343
BT244-3 225|225 | 246 | 249 | 321 | 323 |176 | 182 | 166 | 166 | 324 | 324 | 339 | 345
BT244-4 225|225 | 246 | 246 | 321 | 321 |176 | 182 | 166 | 166 | 324 | 324 |339 | 345
BT244-5 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |176 | 179 | 166 | 166 | 324 | 328 | 341 | 345
BT244-6 225|225 | 246 | 246 | 321 | 321 |176 | 179 | 166 | 166 | 328 | 332 | 341 | 341
BT244-8 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |176 | 179 | 166 | 166 | 328 | 332 |339 (339
BT245 225 | 225 | 246 | 246 | 323 |323 (179 | 182 | 166 |166 | - - | 345 | 345
BT245-2 225|225 | 246 | 246 | 323 |323 |179 | 182 | 166 |166 | - - | 345|345
BT245-3 225|225 | 246 | 246 | 323 {323 |179 | 179 | 166 |166 | - - | 345|345
BT245-4 225|225 | 246 | 249 | 323 {323 |179 | 185 | 166 |166 | - - | 345|345
BT245-5 225|225 | 246 | 246 | 323 |323 [179 | 179 | 166 |166 | - - | 345|345
BT245-6 225|225 | 246 | 249 | 323 {323 [179 | 179 | 166 |166 | - - | 345|345
BT245-7 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |182 | 185 | 166 |166 | - - | 345|345
BT245-8 225|225 | 246 | 249 | 323 | 323 |182 | 185 | 166 |166 | - - | 345|345
BT245-9 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |182 | 185 | 166 |166 | - - | 345|345
BT246 225 | 225 | 246 | 246 | - - |173 | 176 | 166 | 166 | 328 | 328 | 345 | 345
BT246-2 225|225 | 246 (246 | - - 173|176 | 166 | 166 | 328 | 328 | 341 | 345
BT246-3 225|225 | 246 (246 | - - 173|176 | 166 | 166 | 328 | 328 | 341 | 345
BT246-4 225|225 | 246 (246 | - - |176 | 176 | 166 | 166 | 328 | 328 | 345 | 345
BT246-6 225|225 | 246 (246 | - - |176 /182 | 166 | 166 | 328 | 328 | 345 | 345
BT246-7 225|225 | 246 (246 | - - |176 | 176 | 166 | 166 | 328 | 328 | 345 | 345
EC240 225 | 225 | 246 | 246 | - - | 176 | 182 | 160 | 166 | 324 | 328 | 345 | 349
EC240-2 225|225 | 246 (246 | - - 173|176 | 166 | 166 | 324 | 328 | 345 | 349
EC240-4 225|225 | 246 (246 | - - 176|182 | 166 |172 | 320 | 328 | 343 | 345
EC240-5 225|225 | 246 (246 | - - |176 | 176 | 166 | 166 | 324 | 328 | 337 | 345
EC240-6 225|225 | 246 (246 | - - 176|182 | 166 |172 | 328 | 328 | 343 | 345
EC240-7 225|225 | 246 (246 | - - |176 | 176 | 166 | 166 | 328 | 328 | 341 | 345
EC240-8 225|225 | 246 (246 | - - 173|176 | 160 | 166 | 324 | 328 | 345 | 349
EC240-9 225|225 | 246 (246 | - - |176 1182 | 166 | 166 | 328 | 328 | 345 | 349
EC240-10 225|225 | 246 (246 | - - 176|176 | 160 | 166 | 324 | 328 | 341 | 345
EC240-12 225|225 | 246 (246 | - - 173|182 | 166 |166 | 324 | 328 | 341 | 345
EC240-14 225|225 | 246 (246 | - - 173|176 | 160 | 166 | 328 | 328 | 345 | 345
EC240-15 225|225 | 246 (246 | - - 176|182 | 166 | 166 | 324 | 328 | 345 | 349
EC243 216 | 225 | 246 | 246 | 323 | 323 |176 | 179 | 166 | 166 | 324 | 328 | 345 | 345
EC243-1 225|225 | 246 | 246 | 321 |323 |179 | 179 | 160 | 166 | 328 | 332 | 345 | 345
EC243-2 216 | 225 | 246 | 246 | 321 | 323 |179 | 179 | 166 | 166 | 328 | 332 | 345 (345
EC243-3 216 | 225 | 246 | 246 | 321 | 323 |176 | 179 | 166 | 166 | 328 | 332 | 345 | 345
EC247 225 | 225 | 246 | 246 | 323 | 323 (179 | 179 | 166 | 175 | 324 | 324 | 345 | 345
EC247-1 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 179 | 166 | 166 | 324 | 328 | 341 | 345
EC247-2 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 185 | 166 | 166 | 324 | 328 | 345 | 345
EC247-4 225|225 | 246 | 246 | 323 |323 (179|179 |172 | 175 | 324 | 328 | 345 | 345
EC247-5 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |179 | 179 | 166 | 172 | 324 | 328 | 345 | 345
EC247-6 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 185 | 160 | 166 | 324 | 328 | 341 | 345
EC247-9 216 | 225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 185 | 160 | 166 | 320 | 324 | 337 | 345
EC247-10 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 179 | 166 | 166 | 324 | 328 | 341 | 345
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Anexo F: Continuacidn. Tamafio alélico de 12 camadas de Z. exasperata (la madre de cada camada esta sombreada;
-, individuo no genotipado).

Locus
Camada
3-10 3-22 4-39 3-9 3-26 4-11 4-20
EC250 225 | 225 | 246 | 246 | 321 | 323 | 185 | 185 [ 166 | 166 | 328 | 332 | 345 (345
EC250-1 225|225 | 246 | 246 | 321 | 321 |179 | 185 | 166 |166 | 328 | 328 | 341 | 345
EC250-2 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 | 185|185 | 166 |166 | 320 | 328 | 345 | 345
EC250-4 225|225 | 246 | 246 | 321 | 321 |179 | 185 | 166 | 166 | 328 | 328 | 345 | 345
EC251 225 | 225 | 246 | 246 | 321 | 321 (179 | 185 [ 166 | 166 | 328 | 332 | 339 (345
EC251-1 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |179 | 179 | 166 | 166 | 328 | 332 | 341 | 345
EC251-2 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 | 185|185 | 166 | 166 | 328 | 332 |339 | 345
EC251-4 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |179 | 185 | 166 | 166 | 328 | 332 | 341 | 345
EC251-5 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 | 185|185 | 166 | 166 | 328 | 332 | 345 | 345
EC252 225 | 225 | 246 | 246 | 321 | 323 (179 | 179 | 160 | 166 | 332 | 332 | 345 (345
EC252-1 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 179 | 160 | 166 | 328 | 332 | 341 | 345
EC252-2 225|225 | 246 | 246 | 321|323 |179 | 179 | 160 | 166 | 328 | 332 | 345 | 345
EC252-3 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |179 | 179 | 166 | 166 | 328 | 332 | 341 | 345
EC252-4 225|225 | 246 | 246 | 321 |321 |179 | 179 | 160 | 166 | 328 | 332 | 345 | 345
EC252-5 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |179 | 179 | 160 | 166 | 328 | 332 | 341 | 345
EC252-6 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 179 | 160 | 166 | 324 | 332 | 345 | 345
EC252-7 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |179 | 179 | 160 | 166 | 328 | 332 | 345 | 345
EC252-8 225|225 | 246 | 246 | 321 |323 |179 | 179 | 160 | 166 | 328 | 332 | 341 | 345
EC253 225 | 225 | 246 | 246 | 321 | 323 | 185 | 185 [ 160 | 166 | 320 | 324 | 341 | 345
EC253-3 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 185 | 160 | 166 | 320 | 324 | 345 | 345
EC253-4 225|225 | 246 | 246 | 321 | 321 |185 | 185 | 160 | 166 | 320 | 328 | 341 | 345
EC253-5 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 185 | 160 | 166 | 316 | 324 | 341 | 345
EC253-6 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 185 | 160 | 166 | 320 | 320 | 341 | 341
EC253-7 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |179 | 185 | 160 | 166 | 320 | 324 | 345 | 345
EC253-8 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |179 | 185 | 160 | 166 | 320 | 324 | 345 | 345
EC254 225 | 225 | 246 | 246 | 321 | 323 |176 | 182 | 166 | 166 | 328 | 332 | 339 (345
EC254-1 225|225 | 246 | 246 | 321 |321 |176 | 176 | 166 |172 | 328 | 328 | 341 | 345
EC254-2 225|225 | 246 | 246 | 321 | 321 (179|182 | 166 |172 | 328 |332 | 341 | 345
EC254-3 225|225 | 246 | 246 | 321 | 321 |176 | 182 | 160 | 166 | 324 | 328 | 337 | 339
EC254-4 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |176 | 176 | 166 | 166 | 324 | 328 | 341 | 345
EC254-5 225|225 | 246 | 246 | 321 | 321 |176 | 182 | 166 |172 | 324 | 328 | 339 (341
EC254-6 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |176 | 182 | 166 |172 | 328 | 328 | 337 | 345
EC254-7 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 182 | 160 | 166 | 328 | 328 | 339 (343
EC254-8 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |176 | 176 | 160 | 166 | 324 | 328 | 337 | 345
EC254-9 225|225 | 246 | 246 | 321 |321 |176 | 176 | 166 | 166 | 320 | 332 |339 (345
EC254-10 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |176 | 176 | 166 | 166 | 320 | 332 |339 (343
EC254-11 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |176 | 176 | 166 | 166 | 320 | 328 | 345 | 345
EC254-12 225|225 | 246 | 246 | 321 | 323 |176 | 182 | 166 |172 | 324 | 328 | 339 (343
EC254-13 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |176 | 176 | 160 | 166 | 328 | 328 | 341 | 345
EC259 225 | 225 | 246 | 246 | 321 | 323 (179 | 179 | 166 | 166 | 324 | 332 | 345 (345
EC259-2 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 179 | 166 | 166 | 324 | 328 | 345 | 345
EC259-4 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 179 | 166 | 166 | 328 | 332 | 345 | 345
EC259-5 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 179 | 166 | 166 | 328 | 332 | 345 | 345
EC259-6 225|225 | 246 | 246 | 323 | 323 |179 | 179 | 166 | 166 | 328 | 332 | 345 | 345
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Anexo G: Frecuencia alélica global de 7 microsatélites utilizados para la deteccién de paternidad multiple de Z.
exasperata (PIC, indice de contenido polimdrfico).

Locus Alelo Frecuencia PIC

321 0.4355

ZAEX4-39 323 0.5046 0.452
329 0.0599
173 0.1770
176 0.5432

ZAEX3-09 179 0.0309 0.554
182 0.2449
185 0.0021
188 0.0021
160 0.1528
163 0.0397

ZAEX3-26 166 0.7579 0.368
169 0.0079
172 0.0397
175 0.0020
316 0.1579
320 0.0658

ZAEX4-11 324 0.3750 0.649
328 0.3553
332 0.0461
337 0.0813
341 0.2659

ZAEX4-20 343 0.0139 0.464
345 0.6290
347 0.0020
349 0.0079
216 0.0156
219 0.0019

ZAEX3-10 225 0.8755 0.221
228 0.0292
231 0.0564
234 0.0214
243 0.0193

ZAEX3-22 246 0.9402 0.111
249 0.0405
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Glosario

ADN: El acido desoxirribonucleico es una macromolécula que contiene la informacion genética de todas
las células. Las bases que lo componen son adenina, citosina, guanina y timina.

Alelo: Es una variante particular de un gen.

Alelos nulos: Son alelos que no se amplifican durante la reaccién en cadena de la polimerasa.

Batoideo: Es un pez cartilaginoso, cercanamente emparentado con los tiburones. La mayoria de las
especies son aplanadas dorsoventralmente. A diferencia de los tiburones, las branquias se encuentran
debajo de las aletas pectorales y los ojos y espiraculos se sitian en el dorso.

Bootstrap: Es un método estadistico que indica la probabilidad de la incidencia de los nodos en el
remuestreo.

Cebador: Es un segmento corto (por lo general de 18 nucledtidos) de ADN o ARN que se utiliza para
identificar la regién del genoma que se desea copiar por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa.

Cuello de botella: Es la reduccién temporal del tamafio de una poblacidn.

Deriva genética: Es una fuerza evolutiva que cambia las frecuencias alélicas dentro de una poblacién de
una generacion a la siguiente debido al muestreo aleatorio de gametos.

Desequilibrio de ligacién: Ocurre cuando los alelos de dos 0 mas loci coocurren con mas frecuencia de lo
que se espera en base a sus frecuencias.

Efecto Wahlund: Surge cuando se combinan datos de dos o mds subpoblaciones con diferentes
frecuencias alélicas, causando la reduccidon en los valores de heterocigosidad en relaciéon con las
esperadas del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Equilibrio de Hardy-Weinberg: Las frecuencias genotipicas se mantienen constantes de generacidn en
generacion en una poblacién sexual, de tamafio infinito, con apareamiento al azar, pero donde no actué
la seleccién natural, ni la migracién, ni la mutacion.

Filogenia: Es la representacidn de las relaciones evolutivas entre los diferentes linajes como las especies
0 géneros, casi siempre se usa un diagrama y generalmente es un arbol.

Filogeografia: Compara las relaciones evolutivas de los linajes genéticos con las localidades geogréficas
para poder entender que factores influencian la distribucion de los genes, poblaciones y especies.

Flujo genético: Es el cambio en la distribucién de genes, producido por el movimiento de gametos,
individuos o grupo de individuos de un lugar a otro.

Gen: Es un segmento del genoma que codifica para una proteina.
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Gen activador de la recombinacion (RAG1): Es un gen que se encuentra en el nucleo y codifica para la
proteina que lleva acabo la reordenacién o recombinacién de los genes de la inmunoglobulina y el
receptor de linfocitos T durante el proceso de recombinacidn.
Haplotipo: Es una variante particular de un gen haploide como lo son los del ADN de la mitocondria.
Heterocigosidad esperada: Una medida de la diversidad genética que refleja el nivel de heterocigosidad
gue se espera si una poblacién esta el equilibrio de Hardy-Weinberg.
Heterocigosidad observada: Es el nivel actual de heterocigosidad dentro de una poblacién, usualmente
promediada mediante varios loci.
Heterocigoto: Individuo que tiene mas de un tipo de alelo en un locus en particular.
Homocigoto: Individuo que tiene solo un tipo de alelo en un locus en particular.
Indel: Insercidn o eliminacidn de nucledtidos.
Introgresion: Es el movimiento de genes de una especie o poblacidn a otra después de la hibridacién.
Loci: Es el plural de locus.
Locus: Localizacion de un gen o regién del ADN en el cromosoma.
Microsatélite: Es un segmento corto del genoma que se repite en tdandem, puede ser de un hasta seis
pares de bases.
Monofila: Grupo de individuos que tiene un ancestro en comun.
Monofila reciproca: Cuando dos poblaciones o especies se vuelven monofiléticas entre si.
Mutacién: Una alteracidn (sustitucidn) en la estructura del genoma.
NADH deshidrogenasa subunidad dos (ND2): Es un gen de la mitocondria que codifica para proteina y
gue esta involucrado en el transporte de electrones.
Panmixia: Es un grupo de organismos que se aparean al azar.
Plasticidad fenotipica: Es la capacidad que tiene un genotipo para expresarse en diferentes fenotipos,
dependiendo de las condiciones ambientales.
Poblaciéon: Grupo de individuos que pertenecen a la misma especie, que viven en la misma area
geografica y que potencialmente se pueden reproducir.
Polimérfico: Locus que tiene alelos multiples en la poblacidn.
Politomia: Nodo del arbol filogenético no resuelto.
Reaccién en cadena de la polimerasa: Es una técnica molecular que se utiliza para reproducir multiples
copias de un gen o regién particular del genoma.
Regidn control (RC): Es un locus de la mitocondria que no codifica para proteinas.
Secuenciacion de siguiente generacion: Plataformas de secuenciacion de ADN de alto rendimiento que

pueden producir miles o millones de secuencias de nucledtidos en una sola ejecucién y en poco tiempo.
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Tamaio efectivo de la poblacion: Es la fracciéon de la poblacién que contribuye con sus genes a la
siguiente generacién. Este tamafio depende del sistema de apareamiento, la proporcidon de sexos, la
variacioén en el éxito reproductivo y el traslape de generaciones.

Vicarianza: Es la division de una poblacién por una barrera geografica o ecolégica.



