CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y DE EDUCACION SUPERIOR
DE ENSENADA

:

CICESE

PROGRAMA DE POSGRADO EN CIENCIAS
EN ECOLOGIA MARINA

ESTRUCTURA Y DIVERSIDAD GENETICA DE LA GUITARRA RAYADA
Zapteryx exasperata EN EL PACIFICO NORTE MEXICANO

TESIS
que para cubrir parcialmente 10s requisitos necesarios para obtener el grado de
MAESTRO EN CIENCIAS

Presenta:
ANA YONORY CASTILLO PAEZ

Ensenada, Baja California, México, Enero del 2012,



TESIS DEFENDIDA POR
ANA YONORY CASTILLO PAEZ

Y APROBADA POR EL SIGUIENTE COMITE

/M‘
Dr. A?ayéca‘ﬁ Rocha Olivares
Director del Comité

by A

Dr. Oscar Sosa Nishizaki Dr. Alexei Fgefor Vish Licea Navarro
Miembro del Comité Miembro del Comite

A e

Dra. Bertha Eugenia Lavdniegos Espejo Dr. David Hli Covarrubias Rosales
Coordinador del programa de posgrado Director de Estud:os de Posgrado
en Ecologlia Marina

18 de Enero de 2012



RESUMEN de la tesis de Ana Yonory Castillo Paez, presentada como requisito
parcial para la obtenciéon del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en Ecologia
Marina. Ensenada, Baja California, Enero 2012.

ESTRUCTURA Y DIVERSIDAD GENETICA DE LA GUITARRA RAYADA
Zapteryx exasperata EN EL PACIFICO NORTE MEXICANO

Resumen aprobado por:

< ] _
Dr. Axa{(acatl Rocha Olivares

Zapteryx exasperata es una especie de batoideo con importancia ecoldgica y
economica en el Pacifico norte mexicano. El conocer la diversidad, estructura y
flujo genéticos de esta especie, permitird establecer unidades intraespecificas
genéticamente diferenciadas, ademas de entender procesos microevolutivos y
ecologicos. En el presente estudio se estimaron la diversidad genética, el grado
de diferenciacion y la magnitud del fluyjo genético, entre especimenes de Z.
exasperata muestreados en cinco campos pesqueros del Golfo de California (GC)
y seis de la Costa del Pacifico de Baja California (CPBC). Se identificaron diez
haplotipos entre 61 secuencias individuales del gen mitocondrial NADH,, en
donde el haplotipo ZAEX-02 fue el mas abundante y predominé en el GC,
mientras que el ZAEX-03 fue el segundo mas abundante y sélo se encontré en la
CPBC. La diversidad haplotipica fue baja (h = 0.308) en el GC y alta (h = 0.723)
en la CPBC, sin embargo la diversidad nucleotidica fue baja en las dos regiones
{(GC = =0.0005 y CPBC = = 0.0016). E! Indice de fijacion fue alto (Fst = 0.304, p <
0.001) indicando que hay una muy alta y significativa estructura genética, en la
que el 30% de la varianza genética ocurrié entre localidades. El fiujo genético fue
alto entre las localidades de CPBC, sin embargo fue bajo entre ias regiones del
GC y CPBC. Teniendo en cuenta el criterio de Unidades Evolutivamente
Significativas (UES), proponemos considerar la existencia de dos UES para Z.
exasperata, una en la CPBC con alta diversidad mitocondrial, y otra en el GC con
baja diversidad genética, causada posiblemente por un cuelio de botella o efecto
fundador histérico. La diferenciacién entre regiones gue refleja un bajo flujo de
genes puede estar asociada a las diferentes condiciones ambientales y los
efectos de la ecologia reproductiva de la especie.

Palabras Claves: Gen mitocondrial NADH;, diversidad genética, estructura
genética, flujo genético y Zapteryx exasperata
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ABSTRACT of the thesis presented by Ana Yonory Castillo Paez as a pariial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in Marine Ecology.
Ensenada, Baja California, January 2012.

GENETIC STRUCTURE AND DIVERSITY OF BANDED GUITARFISH Zapteryx
exasperata IN THE NORTHERN MEXICAN PACIFIC.

Zapteryx exasperata is an ecologically and economically important batoid in the
northern Mexican Pacific. Knowledge about its diversity, genetic structure and
gene flow will allow the identification of genetically distinct intraspecific units, and
increase our understanding of microevolutionary and ecological process. In this
study, we estimate the genstic diversity and gene flow, among samples of Z.
exasperata from five fishing camps of the Gulf of California (GC) and six in the
Pacific coast of Baja California (PCBC). Ten haplotypes were identified among 61
individual sequences of the mitochondrial gene NADH,; the ZAEX-02 hapiotype
was the most abundant and was predominant in the GC, whereas ZAEX-03 was
the second most abundant and prevailed along PCBC. Haplotype diversity was
low in CG (h=0.308) but high in PCBC (h=0.723), however nucleotide diversity
was low in both regions (PCBC = = 0.0016, CG r = 0.0008). The fixation index
was large (Fst = 0.304, p<0.001), reflecting a high genetic structure in which 30%
of the genetic variance was found among localities. Gene flow was high among
fishing camps of the PCBC, but low between the GC and PCBC regions. We
propose two evoluticnally significant units (ESU) of Z. exasperata, one with high
mitochondrial diversity along PCBC and another one in GC with low genetic
diversity, which may suggest a possible historical bottleneck or founder effect.
Differences in the environmental regimes between the GC and PCBC regions and
their effects on the reproductive ecology of the species may be contributing to the
low levels of gene flow and the genetic differentiation found in this study.

Keywords: Gene mitochondrial NADH2, genetic diversity, genetic structure,
gene flow and Zapteryx exasperata.
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I. Intfroduccién

L.1. Estructura genética poblacional

El conocimiento sobre la estructura genética poblacional permite mejorar el
manejo de recursos explotados y el entendimiento de los procesos
microevolutivos (Coyne, 1994; Sinclair, 1988). La diferenciacion genética entre
subpoblaciones se debe principalmente a la interaccién de procesos evolutivos
como la mutacion, la seleccidén natural, la endogamia, ta deriva génica, el flujo
genético y el aislamiento reproductivo. La magnitud del flujo genético determina la
conectividad entre localidades. Tanto el flujo genético como et tamario poblacional
efectivo, constituyen dos variables determinantes de los patrones de variacion
genética de las poblaciones (Hedrick, 2000; Hellberg et al., 2002). Cuando el flujo
genético y el tamafio poblacional efective son pequefios, existen altas tasas de
reclutamiento local, por lo que las poblaciones son cerradas y genéticamente
diferenciadas. Por otra parte, cuando el flujo genético y el tamafio poblacional
efectivo son grandes, las poblaciones seran abiertas y genéticamente
homogéneas. Entre estos modelos extremos, las poblaciones pueden mostrar
similitudes genéticas graduales, dando como resultado patrones de diferenciacion
intermedios, como el modelo de aislamiento por distancia (Figura 1} (Heliberg et
al., 2002). Cuando el flujo genético entre las poblaciones es alto, evolucionaran
juntas, a menos que sea contrarrestado por seleccion natural o deriva génica,
mientras que si el flujo genético es muy bajo, las poblaciones empezaran a
divergir, vy como resultado se obtendra aislamiento reproductivo y lingjes
evolutivamente independientes (Heliberg et al., 2002).
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Figura 1. Patrones de diferenciacion genética basados en la cantidad de flujo genético y el tamafio
efectivo poblacional {Tomado de Hellberg et al., 2002)

E! ADN mitocondrial (ADNmt) es una molécula circular de doble cadena,
haploide, sencilla, pequefia y abundante en célutas eucariotas, io que facilita su
amplificacion mediante ia reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Contiene
37 genes, 22 codifican ARNs de transferencia (ARNt), 2 ARN ribosomal {ARNr) y
13 codifican proteinas (Figura 2). El ADNmt animal tiene una alta tasa mutacional
(basada en sustituciones), Gnicamente se recombina con si mismo, por lo cual no
se ve afectado por la recombinacion y es heredado intacto a la progenie, se
hereda matrilinealmente en la mayoria de especies. Estas caracteristicas lo
convierten en un marcador Util para estudiar procesos macroevolutivos, como la
reconstruccion filogenética, y microevolutivos, como la genética poblacionat. En el
presente estudio se analizarén secuencias del gen que codifica la subunidad dos
de la enzima metabdlica Nicotinamida Adenina Dinucleétido Deshidrogenasa
(NADH,) para evaluar la estructura genética de la raya Zapteryx exasperata en el
Pacifico norte mexicano. Este gen ha sido utilizado exitosamente para estudiar la



estructura genética poblacional de ofras especies de batoideos en México
(Sandoval-Castitlo y Rocha-Olivares, 2011).

ND5

ATPase

Figura 2: Genoma mitocondtial, el circulo interno representa ia hebra delgada y exderno hebra
gruesa, en el cuadro rosado se sefiala el gen ND» 0 NADH, (Tomado de Taylor y Turnbuii, 2005)



I.2. Implicaciones para la conservacion y el manejo

Los peces batoideos presentan estrategias de vida de tipo K, con
crecimiento lento, reproduccion tardia, baja progenie y baja resiliencia (Stevens ef
al., 2000), estas caracteristicas fos convierten en especies vulnerables a la
explotacion pesquera, y requieren planes de accidon para su conservacion y
manejo. Por lo anterior, las pesquerias de México y del mundo estan
implementando estrategias y legislaciones para mejorar {a explotacién de estos
organismos. Por consiguiente el estudio de las especies en cuanto a las historias
de vida, ciclos reproductivos, pesquerias y unidades especificas de manejo
(stocks), son necesarias para poder implementar medidas de manejo éptimas en

las poblaciones.

Se han realizado aigunos esfuerzos en el pais para identificar grupos
uniespecificos reproductivamente aislados, para la costa del Pacifico de Baja
California y el Golfo de California se han realizado varios estudios pesqueros, pero
son pocas las especies de batoideos que han sido analizadas utilizando
herramientas moleculares (Sandoval-Castillo et al.,, 2004; Plank et al., 2010;
Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares, 2011), esto limita la implementacion de
medidas de manejo basadas en el reconocimiento explicito de unidades discretas
de manejo (stocks) que pueden responder de forma diferente a la presion
pesquera.

Gracias a la utilizacibn de criterios genéticos y evolutivos en la
conservacion y manejo de recursos naturales, se ha acufado el término de
Unidad Evolutivamente significativa (UES) para referirse a una poblacion o grupo
de pobiaciones que estan separadas evolutivamente de otras poblaciones y
presentan un aislamiento reproductivo histérico. Las UES representan un
componente importante en el legado evolutivo de la especie, por lo que este
nuevo concepto de unidad de manejo incorpora la necesidad de conservar el



potencial evolutivo de una especie, representado por la variabilidad genética intra-
especifica. La UES le confiere a la unidad de manejo un significado evolutivo mas
alla de sus caracteristicas fenotipicas, que son las que tradicionaimente definen a
los strocks pesqueros (Bowen,1997).

.3. Pesca de peces batoideos en el Golfo de California y en la costa del
Pacifico de Baja California

La pesqueria de batoideos es reciente, la introduccion de ta red de enmalle
de fondo en la region del Alto Golfo de California incrementd la captura de rayas.
Al parecer, esta aclividad comenzd oficialmente en 1986, presentandose los
mayores desembarcos en 1996 con una abundancia de aproximadamente 6,000
toneladas. Desde entonces, las capturas han mostrado una tendencia a disminuir
(Méarguez-Farias, 2002). La captura de elasmobranquios varia con las estaciones
del afo, siendo abundantes en primavera y verano; de igual manera, la pesqueria
de tiburones y rayas varia entre los estados que conforman el Golfc de California
y la costa del Pacifico de Baja California. En la Tabla | se enlista la composicion
de batoideos por estado de acuerdo al orden de abundancia, siendo Rhinobatos,

Rhinoptera, Dasyatis y Myliobatis los géneros mas capturados.

En el Golfo de California, Zapteryx exasperata es desembarcada
principaimente en Bahia Kino y en el esterc El Soldado en el estado de Sonora,
donde presenta capturas elevadas y posee un valor comercial mayor al resto de
los sitios donde se captura (Blanco-Parra et al.,, 2009 a). Por ofra parte, en los
estados de Baja California y Baja Califomnia Sur su pesca es escasa y poco
valorada. En el campo pesquero de Laguna Manuela situado en la costa del
Pacifico de Baja California, Z. exasperata es el segundo batoideo con mayor
volumen de desembarco pesquero artesanal, y es capturada entre los meses de
abril y agosto; sin embargo, su costo en el mercade es relativamente bajo. En el



estado de Baja California Sur, los pescadores de las localidades Bahia Tortugas y
Malarrimo, generalmente ia descartan, sélo las aletas tienen precio comercial y en

ocasiones se utiliza para carnada (Cartamil ef a/, 2011; Carmina Salina, Bahia

Tortugas, Comunicacion personal).

Tabla |. Batoideos capturados en el Golfo de California v en la costa del Pacifico de Baja
California. En cada estado se enlista {ag especies en orden de abundancia decreciente (Datos de:
Bizzarro ef al., 2009 a; Bizzarro ef al., 2009 b; Bizzarro ef al., 2009 ¢; Cartamil ef af., 2011; Cruz-
Agiiero ef af., 1996; Smith ef al., 2009)

. BoaCofomia - BajaciforiaSur  Sonora Sinaloa
. - 'Rhinbbét'os — . — N "~ Rhinobatos " Rhinobatos
e productus Mobula munkiana productus glaucostigma
. .:- - Myliobatis califérnica Dasyatis dipterura Dasyaltis dipterura Dasyatis dipterura
. . Rhinoptera
: Mobula munkiana Gymnura spp Gymnura spp steindachneri
e L Rhinoptera
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fl. Antecedentes

I1.1. Biologia y distribucion de Zapteryx exasperata

Zapteryx exasperata (guitarra rayada) pertenece al grupo de las rayas
cominmente conocidas como guitarras, este calificativo lo reciben por 1a forma del
cuerpo (Figura 3). El género Zapferyx proviene del griego y hace referencia a las
aletas dorsales largas; exasperafa es procedente del latin y significa rugoso o
grueso por las numerosas espinas estrelladas en el dorso (Ebert, 2003).

Figura 3. Zapteryx exasperata en vista dorsal (Tomado de www.oceanwideimages.com)

Z. exasperata se distingue de los demas Rhinobatidos porque el ancho de!
disco es casi igual a la longitud del mismo; la aleta caudal es redondeada y
moderadamente larga; ia primera aleta dorsal se origina mas cerca de la base de
las aletas pélvicas que del origen de la aleta caudal;, posee una fila de espinas



agrandadas en la espalda media; ojos y espiraculos pequefios situados en el
dorso de la cabeza; orificios nasales grandes y oblicuos; boca amplia pero corta;
dientes pequefios carentes de filo; la coloracién dorsal es de tonalidades café
arenoso y gris oscuro, con varias manchas negras a manera de franjas y con
manchas oscuras en el borde posterior de las aletas pectorales (Figura 3)
(McEachran y Carvalho, 2002; Ebert, 2003).

La guitarra rayada tienen habitos de forrajeo nocturnos, atimentandose de
crustaceos incluyendo camarones y cangrejos. Es vivipara aplacentaria con saco
vitelino, puede tener de 2 a 13 embriones (7 en promedio) por camada, la longitud
total de nacimiento va desde los 15 hasta 22 cm. Los machos maduran
sexualemente entre los 64 y 70 cm y alcanzan un talla maxima de 83 cm; mientras
qgue las hembras maduran entre los 57 y 79 cm y pueden alcanzar una talla
maxima de 97 cm. Al parecer, las hembras son mas grandes que los machos de
una misma edad, lo que es caracteristico de los Rhinobatidos. En el estado de
Sonora en el Golfo de California, la ovulacién, copula y fecundaciéon ocurren
inmediatamente después del parto, por lo que el ciclo ovarico y el periodo de
gestacidon ocurren simultaneamente. Sin embargo, en el sur de la costa del
Pacifico de Baja California el ciclo ovarico y la gestacién no coinciden (Blanco-
Parra et al., 2009 a; Villavicencio-Garayzar, 1995; McEachran y Carvalho, 2002;
Ebert 2003).

Lo estudios de distribucion, sugieren que puede haber una segregacién
espacial por sexo, puesto que se han encontrado hembras congregadas en aguas
poco profundas de bahias o lagunas (McEachran y Carvatho, 2002; Ebert, 2003).
La especie se encuentra con frecuencia en zonas calidas y templadas con cierta
preferencia a arrecifes rocosos, pozas de litorales y esporadicamente en fondos
arenosos; desde la zona del intermareal hasta 69 m de profundidad. Se distribuye
desde el Sur de California (Estados Unidos) hasta Mazatian (México) incluyendo



el Goifo de California y posiblemente hasta Peri (Figura 4) (McEachran y
Notarbartolo di Sciara 1295; Ebert, 2003).

67°20°

33°40'

000

-33°40'

-168°20°  -134'40° -101°00°  -67°20 -33°40°

Figura 4: Distribucién de la guitarra rayada Z. exasperafa (segin McEachran y Notarbartolo di
Sciara (1995)

Ei género Zapteryx incluye tres especies poco conocidas, Z. brevirostris
que se distribuye en aguas del Atlantico sudamericano (Brasil y Argentina)
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(Figueiredo, 1977) y Z. xyster que es usualmente confundida con Z, exasperata.
Las especies se diferencian por la coloracion dorsal, Z. xyster presenta cuatro
puntos amarillos prominentes, mientras que Z. exasperata tiene bandas negras
(Ebert, 2003). Ebert (datos no publicados) indica que posiblemente Z. exasperata
se distribuye al norte de Mazatlan y Z. xyster al sur.

i.2. Estructura genética de batoideos

Los trabajos realizados sobre estructura genética en batoideos, han
seguido el desarrollc histérico de los marcadores genéticos. En los primeros
estudios de genética poblacional se utilizaron las aloenzimas, una técnica
electroforética que separa isoenzimas alélicas, pero la resolucion para establecer
diferencias genéticas es relativamente baja (Grant ef af., 1999). En batoideos las
aloenzimas se han utilizado para examinar la estructura genética de poblaciones
simpatricas en dos morfotipos del género Myliobatis en Brasil, donde se encontrd
una diferencia genética entre los morfotipos indicando que son especies cripticas,

ademas uno de ellos presenté alta heterocigosidad (Levy and Conceicao, 1989).

Con el desarrollo de la Reaccién en Cadena de {a Polimerasa (PCR) se
pudo amplificar genes que presentan mayor grado de variabilidad. La
secuenciacién de los genes mitocondriales NADH4 y citocromo-b (cytb) de
Aetobatus narinari en la extensa region del Indo-Pacifico, revelaron una aita y
significativa estructura genética (Fst napus = 0.53 y Fst o = 0.64) entre el Este de
china, Sureste de Asia y Australia (Schluessel ef al, 2010). En el Norte de
Australia, la secuencia de fa regidn control del ADNmt, en tres especies del
geénero Pristis, revelaron una alta estructura poblacional para P. microdon (Fst =
0.811), P. clavata (Fst=0.419) y P. zijsron (Fst= 0.202), sin embargo la diversidad
haplotipica en ias fres especies fue moderada y la diversidad nucleotidica baja
Phillips et af,, (2011).
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Ef gen cytb del ADNmt fue utilizado para analizar la estructura poblacional
de Amblyraja radiata en el Atlantico Norte, se encontré una deébil (6 = 0.018 p =
0.0061) pero significativa diferenciacion poblacional, una alta diversidad haplotipica
y una baja diversidad nucleotidica (Chevoiot et al., 2007). En aguas europeas tres
marcadores moleculares (siete loci microsatélites, secuencias del gen cytb y parte
de la region control del ADNmt) revelaron la existencia de dos clados claramente
diferenciados en la raya Dipturus batis, en donde las rayas del norte de Europa se
diferenciaron genéticamente de las del sur (Griffiths ef al., 2010). En esta misma
region, las poblaciones de Raja clavata presentan una moderada diversidad
haplotipica y una baja diversidad nuclectidica. Las secuencias del gen cytb
revelaron una alta estructura poblacional (0apnmt = 0.348), sin embargo el analisis
de cinco loci microsatélites nucleares reflejaron que hay una débil estruclura
{Omicrosateiites = 0.042). A nivel regional, R. clavata presentd diferenciacién entre la
cuenca del Mediterréneo, los Azores y la plataforma continental europea, la baja
diversidad en las poblaciones del Mar Negro posiblemente es el resultado de un
reciente cuello de botella y/o aislamiento fisico, que también pudo ocurrir en los
Azores (Chevolot ef al., 2006). En el centro del Mediterraneo al parecer existen
dos grupos geneticamente diferenciados de Raja asferias, sin embargo esto no
ocurre para las especies R. clavata y R. miraletus en la misma area de estudio;
estas especies presentaron baja o casi nula estructura poblacional debido al alto
flujo genético. De las tres especies analizadas, R. clavata presentdé la mayor
variabilidad genética y en R. asterias fue nuia (Valsecchi et al., 2005).

£n nuestra zona de estudio, 1a regién control de ADNmt ha sido utilizada en
la guitarra comun Rhinobatos productus. Sandoval-Castillo ef a/. (2004) reportaron
diversidades altas, tanto hapiotipicas como nucleotidicas y niveles significativos
de diferenciacion genética entre las poblaciones del Golfo de California y en la
costa del Pacifico de Baja California. El gen mitocondriat NADH; en Rhinoptera
steindachneri reveld evidencias de aislamiento reproductivo entre los individuos
del Golfo de California y los de la costa del Pacifico de Baja California, la
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diferenciacion fue muy alta entre las dos localidades, ya que los individuos del
Golfo de California se encontraron fijados para un haplotipo Unico y los individuos
del Pacifico se fijaron para un haplotipo diferente {(Sandoval-Castilloc y Rocha-
QOlivares, 2011). Este patron de diferenciacion genética entre la costa del Pacifico
de Baja California y el Golfo de California, no se encontré en la raya Urobatis
halleri mediante el analisis de siete loci microsatélites, los valores bajos en el
indice de fijacién reflejaron la ausencia de estructura genética entre individuos
provenientes del sur de California y el centro del Golfo de California, lo que
sugiere que no hay poblaciones costeras aisladas; sin embargo, las muestras
colectadas en Isla Santa Catalina, se diferenciaron genéticamente de las costeras,
adicionalmente, esta poblacidn presenté la menor riqueza alélica y baja
heterocigosidad reflejandec posiblemente un reciente cuelio de botella (Plank et af.,
2010).
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. Justificacion

La guitarra rayada Z. exasperata es una especie de batoideoc poco
estudiada. Si bien, se han realizado trabajos scbre su biologia reproductiva,
relaciones morfométricas y pesqueria (Blanco- Parra, et al., 2009 a; Blanco- Parra,
et al, 2009 b; Villavicencio-Garayzar, 1995), se desconoce el grado de
conectividad genética entre las poblaciones a 10 largo del rango de distribucion
incluyendo el Golfo de California y la costa del Pacifico de Baja California.

Conocer la estructura genética poblacional y el flujo genético de Z
exasperata es importante para identificar unidades intraespecificas genéticamente
diferenciadas y reproductivamente aistadas desde una perspectiva evolutiva. Esto
es necesario, para la implementaciéon de medidas de manejo para la explotacion y
conservacion de este batoideo que es sujeto de mortalidad por pesca.

El conocer en detalle la historia de vida, el aislamiento geografico, los
patrones de conectividad y los cambios ambientales a los que estan sometidas las
poblaciones de Z. exasperata, nos permitira integrar estas perspectivas para
comprender los procesos microevolutivos de la especie.
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IV. Hipétesis

HO1: No existe diferenciacion genética entre los organismos de Z.
exasperata del Golfo de California y en la costa del Pacifico de Baja California.

HA1: Existe diferenciacion genética entre los organismos de Z. exasperata
del Golfo de California y en la costa del Pacifico de Baja California.

HO2: El flujo genético entre las poblaciones de Z. exasperata no esta
afectado por la distancia entre poblaciones.

HAZ2: El flujo genético esté afectado por la distancia entre poblaciones.
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V. Objetivos

V.1. Objetivo general

Cuantificar la estructura genética de la guitarra rayada Z. exasperata en el
Golfo de California y en la costa del Pacifico de Baja California.

V.2. Objetivos especificos

+ Estimar la diversidad genética de las muestras de Z exasperata colectadas en
el area de estudio.

o Calcular el grado de diferenciacion genética entre las poblaciones de Z.
exasperata.

« Evaluar la magnitud del flujo genético entre poblaciones de Z. exasperata.
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V1. Materiales y métodos

VI.1. AREA DE ESTUDIO

Las muestras fueron obtenidas de 1a pesca artesanal del Golfo de California
y en la costa del Pacifico de Baja California. Oceanograficamente el Golfo de
California esta delimitado en cuatro regiones: el Golfo Norte, comprendido desde
el Delta del Rio Colorado hasta la Region de las Grades Islas; la Region de las
Grandes Islas, desde el norte de la Isla Angel de la Guarda hasta la isla San
Pedro Martir, el Golfo Central, desde el limite sur de las Grandes Islas hasta la
Bahia de Topolobampo en el oriente y La Paz en el occidente; por dltimo, la
Regién Sur hasta ia boca del Golfo de California (CONANP-SEMARNAP, 2000).
Las condiciones hidroldgicas varian a lo largo det Golfo; la regién norte se
caracteriza por tener altas salinidades superficiales y la temperatura varia entre
los 10 °C en invierno y 32 °C en verano; en la regidén de las grandes islas la
temperatura superficial es la mas baja del Golfo, debido a la intensa mezcla por
marea; en la Regiéon Central la temperatura superficial es de 16 °C en inviernc y
31 °C en verano; en la Region Sur la temperatura varia todo el afio, debido a las
diferentes masas de agua que se encuentran en éste lugar, pero esencialmente la
estructura de la termohalina corresponde con la del Pacifico Tropical Oriental. En
primavera y veranc el agua entra al Golfo y en otofio e invierno sale, la
temperatura y la circulacion tienen una fuerte sefial estacional, mientras que la
salinidad no presenta este patron (Soto-Mardones et a/.,1989).

La costa oeste de la peninsula de la Baja California esta influenciada por la
Corriente de California, es una corriente de frontera superficial (0 a 300 m de
profundidad) con un flujo paralelo a la costa en direccién al Ecuador, tanto la
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temperatura como ta salinidad son relativamente bajas y varia de modo
estacional, oscilando entre los 9 y los 26 °C y entre los 325 y los 345
respectivamente. La velocidad de desplazamiento superficial de aproximadamente
25 cm/s y puede alcanzar los 50 cm/s (Reid et al, 1963), presenta un alto
contenido de oxigeno disuelto vy elevadas concentracion de nutrientes {Lynn y
Simpson, 1987).

VI1.2. Trabajo de campo

Se visitaron campos pesqueros en los estados la Baja California y Sonora.
Del desembarco artesanal, se identificaron las guitarras rayadas Z. exasperata de
los demas batoideos. De cada individuo se extrajo aproximadamente 1 cm® de
tejido muscular de las aletas, se etiquetd y preservd en etanol sin desnaturalizar al
95 % hasta su analisis posterior en el Iaboratorio.

Vi.3. Trabajo de laboratorio
VI1.3.1. Extraccion del ADN

Aproximadamente 10 mg de tejido muscular o higado fueron cortados lo
mas finamente posible, y se colocaron en un buffer de extraccion (NaCl 100 mM,
Tris-HC! 50 mM, SDS 1 %, EDTA 50 mM, pH 8.0) con 5 il de proteinasa K {10
mg/ml) y se dejaron incubando a 55 °C durante toda una noche. Posteriormente
se precipitaron las proteinas adicionado 300 pt de LiCl 5M y se extrajeron los
compuestos organicos con 800 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se
centrifugd por 15 min a 13000 g permitiendo la separacién de los compuestos en
dos fases, la fase acuosa (superior) en donde se encuentra el ADN fue separada
a un nuevo tubo y se le adiciond 50 yl de acetato de sodic 3 M y 1000 ul de
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alcoho! al 100 % para precipitar el ADN, se limpié nuevamente agregando 750 ul
de etanol al 70 %, posteriormente se redisolvié en 100 ul de buffer TE 1X (10 mM
Tris-Cl 1 mM EDTA pH 8.0 ). Se evalu6 la calidad y cantidad del ADN en geles de
agarosa al 1.5 % Posteriormente se cuantifico espectrofotométricamente la
concentracion del ADN del stock y se realizaron diluciones de 20 ng/ul.

V1.3.2. Ampilificacion del ADNmt

Se utilizé la Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR) para amplificar la
region del ADNmt que codifica la subunidad dos de la NADH (Nicotinamida
Adenina Dinucledtido Deshidrogenasa). Para ello se utilizaron dos primers
especificos disefiados para elasmobranquics: NADHMet47 (forward) (5- TTT
TGG GCC CAT ACC C -3') y NADH.Trp18 (reverse) (5- GCTTTG AAG GCT TTT
GGT -3’) (Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares, 2011).

Cada reaccion de 25 ul se compuso de 0.5 mM dNTPs, 1X PCR buffer, 2.0
mM MgCl,, 10 uM de cada cebador y 0.15 U de Tag DNA-Pol y 20 ng de ADN
patrén. El perfii de termociclado fue: un periodo inicial de 5 min a2 95 °C seguidos
por; 35 ciclos de: 15 seg a 95 °C, 30 seg a 60 °C, y 2 min a 72 °C; seguidos por
una elongacién final de 10 min a 72°C. La calidad y cantidad de los productos del
PCR se verifico en geles de agarosa al 1.5 % a 95 V durante 45 min.

V1.3.3. Purificacion del producto de PCR

La limpieza de los productos del PCR se realizd utilizando columnas
QlAquick PCR Purlfication Kit de acuerdo al protocolo del fabricante (QUIAGEN
Inc., Vatencia CA). Para verificar la calidad y cantidad de producto de PCR, se
realizé un gel de agarosa al 1.5 % a 95 V durante 45 min.



19

V1.3.4. Secuenciacion de ADN

Una vez limpio el producto de PCR se procedio a secuenciar cada una de

las cadenas complementarias en el laboratotio Langebio de Cinvestav, irapuato.

V1.4. Analisis de datos
Vi1.4.1. Diversidad genética

Utilizando el programa Codon Code Aligner v3.7.1 (Codon Code
Corportation, Dedham, MA, USA) se verificaron las secuencias complementarias.
Posteriormente se alinearon todas las secuencias en el programa MEGA v 5.05
(Tamura et al., 2011) y se obtuvieron los haplotipos mediante el programa DnaSP
v.5 (Librado y Rozas, 2008).

En cada localidad se calcularon los siguientes indices de diversidad
genética molecular utilizando el programa Arlequin v3.5.1.3 (Excoffier y Lischer,
2011):

1. Diversidad haplotipica (h):

h=—(1-XL,P?) (1)

n—1

Donde n es el tamafic de muestrea, k es el nimero de haplotipos y £ es la
frecuencia del i-ésimo haplotipo de ia muestra (Nei, 1987).
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2. Diversidad de nucleotidica (x):

T Y P P ij (2)
L

Donde k es el nimero de secuencias, £ y F; son las frecuencias en la i-ésima y j-
ésima secuencias, dj es el nimero de nucledtidos diferentes por sitio nucleétido
entre la /-ésima y j-ésima secuencia.

Se realizé una prueba { de Hutcheson para comparar los valores de los
indices de diversidad (Zar, 1984).

V1.4.2. Diferenciacién genética

Se estimaron los indices de fijacion Fsf, que involucran las frecuencias
alélicas, para la hipétesis de panmixia global y para todos los pares de
localidades. Los calculos fueron realizados como un Analisis de Varianza
(ANOVA) con el programa Arlequin v3.5.1.3 (Excoffier y Lischer, 2011).

V1.4.3. Nimero de migrantes efectivos

Se estimaron los valores de flujo genético (Nm) a partir de los valores
pareado de Fst asumiendo el modelo de isla de Wright (Aguirre, 2007)

1
Nm = % (755) 0
V1.4.4. Patrones filogeograficos

Para la reconstruccién filogenética de los haplotipos, se elabord un arbol
filogenético enraizado en una secuencia ortdloga de Raja radiata, usando el
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método de distancias Neighbor-Joing, con el programa MEGA v 5.05 (Tamura et
al., 2011). Adicionalmente se construyd una red filogenética de minima parsimonia
con el mismo programa, en la cual se indican los pasos mutacionales que
diferencian a los haplotipos, utilizandc el programa TreeView.v1.6.6 (Roderic D,
2001) para su representacion grafica.
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Vii. Resultados

Vil.1 Muestreo
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Figura 5: Posicion geografica de los campos pesqueros de donde se obfuvieron muestras de Z
exasperafa en el Golfo de California y la costa del Pacifico de Baja California
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Las muestras fueron obtenidas del desembarco pesquero artesanal de
cinco campos pesqueros en el Golfo de California y de seis en la costa del
Pacifico de Baja California (Figura 5). En total 159 organismos fueron obtenidos
de los cuales 52 fueron del Golfo de Califomia y 107 de la costa de! Pacifico de
Baja California (Tabla l).

Tabla Il. Tamafio de las muestras (n) obtenidas en cada campo pesquero, posicién geografica y
colector

_Regién * Estado .~ Campopesquero - Lafitud ~ Longitud = n . colector
L Estero El Soldado  27.95 -110°86 31  Blanco-Parra
Sonora
ol Bahia Kino 2882 -111.94 6  Blanco-Para
Golfo de - ) )
e San Feiipe 31.01  -114.83 13 Sandoval-Castilio
~Califomia - gaia Califoria
T Bahia los Angeles 2895 -11356 1  Sandoval-Castilfo
- Baja %ﬂfm"a La Paz 2415 11031 1 Sandoval-Castilio
Puerio San Carlos 2063 -11548 6  Santana-Morales
R Punta Canoas 2842 11512 28 Castillo-Paez
Soate: Punta SantaMaria  28.94 -11451 1  Castillo-Péez
' de Baia | B3 Califomnia
Qe baj Laguna Manuela 2824 -114.08 28 Sandoval-Castillo

:California
R R Guerrero Negro 28.02 -11412 24 Santana-Morales

| Baja California

Sur San ignacio 2638 11318 20 Salinas

VIi.2. Extraccion, amplificaciéon y secuenciacién de ADN

Debido a la heterogeneidad en los tamafios de muestra entre los campos
pesqueros, éstos se agruparon en cinco localidades (Sonora, Baja California,
Punta Canoas, Bahia Vizcainc y San ignacio} (Tabia Ill) con el fin de contar con
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un disefio de muestreo equilibrado. Se escogieron entre 10 y 15 organismos por
tocalidad para reslizar los andlisis genéticos. De los 98 organismos analizados
genéticamente, se extrajo el ADN gendmico del tejido muscular y se amplificd
exitosamente el gen mitocondrial NADH: en 61 organismos (Tabla 1i). En el resto
de las muestras (n = 37) las amplificaciones no fueron exitosas, siendo la causa
principal el pobre estado de preservacion de los tejidos y el alto grado de
degradacion del ADN extraido.

Tabta ii: NGmero de individuos secuenciados {n) para cada campo pesquero y localidad

| Estero E| Soldado 15
Sonora 20
. S Bahia Kino 5
 Golfo de California San Felipe 2
o.ov T Banialos Angeles 1 Baja California 4
LaPaz 1
Puerto San Carlos 4
Punta Canoas 10
_ g Punta Canoas 6
Costa det Pacnﬁcode " Punta Santa Maria 1
©.-'Baja-California -
R e Laguna Manuela 7 Bzahia Vizcaino 16
Guerreo Negro 8

San Igracio 11 San Ignacio ik
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VIL3. Edicion, alineamiento e identificacion de sitos polimérficos de las
secuencias de ADN

Cada secuencia fue verificada base por base y se eliminaron {os extremos
ruidosos de baja calidad. En el alineamiento mditiple se obtuvo una secuencia
consenso de 954 pares de bases (pb). Se encontraron solo ocho sitios
polimérficos v todas las mutaciones fueron transiciones. Los sitios segregantes
ocurrieron en las siguientes bases del alineamiento: 1 (T/C), 90 (T/C), 24¢ (C/T),
429 (C/T), 651 (C/T), 818(C/T), 834(C/T) y 857 {GIA).

La traduccion de las secuencias de ADN a amino4cidos, permitid identificar
que la mayoria de las mutaciones fueron sindnimas, a excepcion del sitio 818 en
donde hubo reemptazo de una treonina por isoleucina; esta mutacién no sinénima
se presenté en 12 individuos pertenecientes a diferentes localidades de la region
de la costa del Pacifico de Baja California y en 1 individuo de ia localidad Baja de
California. L.a segunda mutacién no sinénima se presentd en el sitoc 857, el
aminoacido serina fue sustituido por asparaging, y se presentd tnicamente en dos
individuos de la localidad de San Ignacio.

VIiL4. Distribucion de haplotipos

Se obtuvieron en total 10 haplotipos, de los cuales seis fueron privados y
solo cuatro compartidos (Figura 6}, San Ignacio presentd el mayor numero de
haplotipos privados (ZAEX 7, ZAEX 8 Y ZAEX 9). Entre los haplotipos
compartidos, el haplotipo ZAEX_2 se encontrd en toda el area de estudio, sin
embargo fue predominante en el Golfo de California, en donde se encontrd en el
87% de los individuos (Figura 6, Tabla V). El haplotipo ZAEX_3 fue el segundo
mas frecuente, encontrandose exclusivamente en las localidades de la costa del
Pacifico de Baja California
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Figura 6. Distribucién de haplotipos de! gen mitocondrial NADH, de Z. exasperafa en cada
localidad, los cuatro haplotipos compartidos estan codificados en colores y los privados en blanco.
Los campos pesqueros estan agrupados en las cinco localidades de acuerdo a los simbolos
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Tabla IV. Frecuencias de cada haplotipo por localidad

Localzdad

swe‘s’fm CG?:sfma-- e vﬁz::::o oo, T
'ZAEx 1 chocrrcG) 0 1 3 3 L 8
ZAEX 2 mmce)’ 17 3 1 1 1 23
ZAEX 3 (CTCCCCCG).':E-.'.- 0 0 4 ® 5 18
:.. ZAEX 4 mcocros) 0 0 2 2 0 4
ji.:_ :ZAEX 5 (coccccoe).?-._.:_z 2 0 0 0 0 2
ZAEX e (CTcchoe):;_";"_i 0 0 0 1 ° !
ZAEX _7 G_m 5 QG}‘_-}_ 0 0 0 0 1 1
ZAEX 8 (TTGCCCQA) 0 0 Y 0 2 2
L ZAEX 9 mm) 0 0 0 0 1 1
':i-:ZAEx 10 (m m) 1 0 0 0 0 1
= Cotal - 20 4 10 16 11 61

VIL.5. Diversidad genética

Las diversidades haplotipicas (h) de las diferentes localidades fueron muy
variables (Tabla V). En términos generales las muestras de la costa del Pacifico
de Baja California fueron significativamente mas diversas que las del Golfo de
California {t = Hutcheson = 3.04 p = 0.004). San ignacio presento el valor mas alto
(h = 0.800) mientras que Sonora el mas bhajo (h = 0.279). Las diversidades
nucleotidicas (zx) fueron bajas en todas las localidades y, si bien se
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correlacionaron con las diversidades haplotipicas, no fueron significativamente
distintas entre las dos regiones {t = Hufcheson = 0.91 p = 0.367). Los individuos
de San Ignacio presentaron la mayor diversidad nuclectidica (n = 0.0018);
mientras que Sonora presentd la menor (z = 0.0005). Estos resultados reflejan el
bajo grado de divergencia entre las secuencias del gen mitocondrial NADH,. 1.os
resultados obtenidos para la localidad de Baja California pueden estar sesgados y
deben de ser tomados con cautela puesto que el tamafio de muestra es muy
pequeno (n=4).

Tabla V. Diversidad genética mitocondrial (NADH;) de Z. exasperata en cada localidad y regién.
Tamafio de muestras (n) nimero de haplofipos (A), diversidad hapiotipica (/) y nucleotidica (m)

. "Regi6n" .L-ocalidéd-r_' S AL e
RS Sonm 203 il _0._1___2,5__._._ d,odois' . 0._0.0_.0_5 __

| Baja Cailforma : 4 2 0.500 % 0.265 0.0010 = 0.0010
Gorfode Ca!tfomia | | 24 4 03080118 00005 1:70.'0:0_05 _-
Punta Canoas-'.:.'-"?1.'0 4 . 077810090 ' 00016 * 01.0.61:.2."

Bahla Vzcamozf__ % 5 0.667 + 0.113  0.0015 + 0.0011

L : San lgnamo 11 6 0.800 x 0.114 0.0018 + 0.0013
~Costa del Paciﬁco_ , : 37 8. 0723 £0.064 . 0.0016 + 0.0011
deBajaCal;fomia S e e L e D e e e T
o (Tl 761 {0 0758 £0035 00013 £ 00009

VIL.6. Estructura genética

El indice de fijacion fue grande y altamente significativo (Fst = 0.303 p <
0.001) indicando un alto grado de estructura genética, e! 30.29% de fa variancia
molecular ocurrié entre localidades (Tabla V1).
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Tabla VI. Resultados del anilisis de vatiancia ANOVA. Grados de libertad (d.f)

~Fuentes de Vanadion . Sumade cuadrados  Varianza % Variacion.

~—Evelcaldades 4 68 0im 30

.' _D.é'n:t"r'b"'dé'_-'lqdaliéédés'_ - 56 15.900 0.281 69.71

. Toa . €0 23754 0.407

Los valores pareados de Fst permitieron identificar que la diferenciacion
genética entre las localidades residié fundamentatmente entre las muestras de
Sonora y las localidades de la costa del Pacifico de Baja California, cuyas
comparaciones invoiucraron valores de Fsf grandes y aitamente significativos
(Tabta Vii).

Tabla Vil. Valores de Fsf pareados entre localidades (bajo la diagonal) y sus niveles de
significancia (scbre la diagonal)

 Localidades ~ Sonora Baja Calfornia _ Pura Canoas _Bahia Vizcalo San Ignacio

Somora 03B 00000 0000 000
‘BajaCalfomia 0043 . 0139 0.012 0.024
P”“‘acanoas 0.476 0210 SR T 0.765 0.485
Bahfa Vizeaino 0514 0.324 S0 o0&

“San Ignacio - 0.462 0.242 0.009 0014

***p <0.05 después de la correccion con Bonferroni
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VI.7. Flujo genético

Como consecuencia de la homogeneidad genética entre las localidades de
la region de la costa del Pacifico de Baja California, el nimero de migrantes
estimado a partir de los valores de Fsf resultd infinito. Sin embargo existe poca
conectividad entre las regiones, el Nm promedio entre Sonora y las localidades de
la costa del Pacifico de Baja California es de 0.267, indicando que hay
aproximadamente un migrante cada cuatro generaciones (Tabia VIli).

Tabla VIli. Flujo genético (Nm) entre localidades calculados a partir de los valores de Fst

. Localidades . Sonora . Baja Calfomia _Punta Canoas _Bahia Vizcaino
BaJaCaIrromla — e e

Pu"tac:anoas Cirs e

 Batia Vizsaino | 0238 o

sa;,lg"‘i'c'o 0.291 0.783 27.05 L

V1.8 Patrones filogeograficos de los haplotipos

No se encontré un patrdn filogeografico en el arbol filogenético Neighbor-
Joining. Dada la poca divergencia molecular entre las secuencias, no se
encontraron linajes claramente diferenciados con altos valores de bootstrap. El
clado A {Figura 7) reine algunos haplotipos de la region de la costa del Pacifico
de Baja California, mientras que el clado B agrupa el haplotipo més frecuente del
Goflfo de California
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Figura 7. Arbol filogenético (Neighbor-Joing) de haplotipos de Z. exasperafa, enraizado con Raja
radiafa como grupo de referencia. Los valores de bootstrap se ubican en cada nodo. Los
haplotipos del Golfo de California se simbolizan con Ay los haplotipos de ia costa del Pacifico de
Baja Califomia con ) el nimero en cada figura representa la frecuencia del haplotipo

De manera general, en la red filogenética de haplotipos (Figura 8) se
observa que la mayoria de los haplotipos estan separados por sélo una mutacion
y en algunos casos por dos. El haplotipo ZAEX_2 y ZAEX 10 pertenecientes a la
regidn del Golfo de California estan unidos por un paso mutacional, de igual
manera el haplotipo ZAEZ_3 y ZAEX_6 pertenecientes a la costa del Pacifico de

Baja California.
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Pacifico n>18 n<18

Golfo

Figura 8. Red filogenética de maxima parsimonia de los haplotipos mitocondriales (NADH,) de Z.
exasperafa. E! nimero en cada cirulo representa e! haplotipo, cada linea representa un paso
mutacional, el color su frecuencia en ambas regiones geograficas y el tamafio del circulo su
abundancia en el total de las muestras
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VHI. Discusion

El nimero de organismos colectados en cada localidad fue heterogéneo.
Debido a esto, se realizaron agrupaciones de campos pesqueros cercanos con la
finalidad de obtener un tamafic muestral equilibrado. Consideramos que los
resultados obtenidos de la iocalidad de Baja California no son representativos y se
deben de tomar con mesura, puesto que el nimero de individuos fue bajo (n=4)y

es la localidad con el area geografica mas extensa (Figura 6).

Viil.1. Estructura genética de Zapteryx exasperata

Rechazamos la hipétesis nula de panmixia enfre todas las muestras
colectadas en el Golfo de California y en la costa del Pacifico de Baja California, al
encontrarse una clara estructura genética con un Fsf de 0.303 y altamente
significativo. Segun Wright (1978) valores de Fst por encima de 0.25 indican que
hay una estructura poblacional muy alta (Harfl y Clark, 1997). Para el Pacifico
norte mexicano son poco los estudios de estructura genética en batoideos,
Rhinoptera steindachneri y Rhinobatos productus presentan una fuerte estructura
genética (Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares, 2011; Sandoval-Castillo et al,
2004); sin embargo, Urobatis halleri no presenta estructura genética en muestras
colectadas al sur de California y el centro del Golfo de California (Plank et al.,
2010).

Sewall Wright (1952) propone el modelo de islas, suponiendo que las
especies pueden estan conformadas por poblaciones discretas, que han sido
diferenciadas por mutacién y deriva genética. indica que la tasa de fijacion de un
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haplotipo es inversamente proporcional al tamafio efectivo poblacional, pero
puede ser contrarrestado, con la transferencia de genes en menor ¢ mayor grado
de una poblacion a otra. El flujo genético puede actuar y mantener
homogeneizada la especie; por consiguiente, si el flujo genético es aito, {odas las
poblaciones evolucionaran juntas; en contraparte, si el flujo de genes es bajo,
cada poblacibn comenzard a divergir por si sola y estableceran linajes
evolutivamente independientes (Lowe, and Allendorf, 2010; Hartl and Clark, 1997).

Si consideramos lo expuesto anteriormente, podremos indicar que todas las
localidades muestreadas de la costa del Pacifico de Baja California representan
una sola poblacion puesto que presentaron un flujo continuo de genes. Lo mismo
parece ocurrir entre las localidades del Golfo de California; sin embargo, somos
conscientes de que este resultado requiere de un mayor numero de muestras,
dado que los organismos de ia localidad de la Baja Califonia no son
representativos. Los valores pareados de Fst revelan que las mayores diferencias
se encuentran entre la iocalidad de Sonora y las localidades de la costa del
Pacifico de Baja California. El flujo genético entre la costa del Pacifico de Baja
California y el Goifo de California es muy bajo, aproximadamente hay un migrante
cada cuatrc generaciones, por lo que proponemos la existencia de dos
pobiaciones para Z. exasperata en el Pacifico Norte Mexicanc. Una poblacion en
el Golfo de California y otra en la costa del Pacifico de Baja California.

El flyjo de genes puede ser afectado por la distancia geogréfica, barreras
geogréficas, oceanogréaficas (comrientes, temperatura, salinidad etc.,) y/o
ecolégicas (Bernardi ef al., 2003). Las dos regiones de estudio presentan habitats
diferentes con caracteristicas propias en cada masa de agua. Las propiedades
fisicoquimicas de la Boca del Golfo de California, corresponden a las del Océanc
Pacifico Tropical Oriental y son muy diferentes a las condiciones termohalinas de
la Corriente de California que bordean la costa oeste de la Peninsula de la Baja

California (Soto-Mardones ef al., 1999). Puede ser que la diferenciacion genética
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entre las dos poblaciones de Z. exasperata se deba a la presencia de una barrera
oceanografica.

Eventos geograficos pueden explicar el patrén discontinuo que una especie
presenta, este proceso conocido como vicarianza, quizas pueda ser el causante
de la diferenciacion genética entre las poblaciones del Golfo de California y la de
la costa del Pacifico de Baja California como se ha evidenciado en peces
tetedsteos (Bernardi et al.. 2003). La formacion de la peninsula de Baja California
desde hace aproximadamente 5.5 millones de afios y el cierre reciente de los
canales marinos a o largo de la peninsula (Holt et al., 2000; Riddle ef al, 2000;
Sandoval-Castiilo et al, 2004), que conectaban irregularmente el Océano Pacifico
con el Mar Cortez, posiblemente fue una barrera geografica que produjo la
diferenciacion genstica de Z. exasperata.

Otra posible hipdtesis por la cual Z. exasperata presenta un alto grado de
estructura genética en el Pacifico norte mexicano, es la filopatria reprodutiva, que
implica que los individuos vuelvan al mismo lugar de apareamiento; sin embargo
este comportamiento ha sido poco documentado en especies de batoideos
(Holden, 1975; Whittamore and McCarthy, 2005; Chevolot et al, 2006). La
fidelidad a los sitios de reproduccion evita que individuos maduros visiten nuevos
lugares para reproducirse, disminuyendo la posibilidad de intercambiar genes
entre poblaciones. Se ha reportado que Z. exasperata tiene agrupaciones masivas
en bahias (p. ¢j.. Bahia Kino en el estado de Sonora y Bahia Almejas y Bahia
Vizcaino en la costa del Pacifico de la Baja California), a finales de 1a primavera y
principios del verano, que corresponden con la época reproductiva. Sin embargo,
no se han realizado estudios que demuestren gue son los mismos individuos los
que concurren al mismo lugar en cada época reproductiva (Cartamit et af,, 2011;
Banco—Parra ef al., 2009 b; Villavicencio-Garayzar ef af., 1995).
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Datos morfolégicos y de biclogia reproductiva indican algunas posibles
diferencias fenotipicas entre poblaciones, que se correlacionan con la distincion
geneética encontrada en este trabajo. En el estado de Sonora el promedio de la
longitud total (LT) de machos para Z. exasperata es 70.0 £ 9.9 cm y en hembras
de 73.5 £ 10.4 cm (Banco-Parra et al, 2009 a). Sin embargo, ios individuos del
Pacifico de Baja California en Bahia Vizcaino son un poco mas grandes, los
machos tienen una LT promedio de 79.9 + 6.9 cm y las hembras 83.4 = 10.0 cm
(Cartamil et al,, 2011). Adicionalmente, ios periocdos de gestacion vy los ciclos
ovaricos no muestran el mismo patrén (Tabla 1X). En Sonora (Golfo de California}
la ovutacion, copula y fecundacién ocurren inmediatamente después del parto, por
lo que el ciclo ovarico y el periodo de gestacion ocurren simultdneamente; en
contraparte, en Bahia Almejas {sur de la costa del Pacifico de Baja California) el
ciclo ovérico y la gestacién no coinciden (Banco-Parra ef al., 2009 b).

Tabla 1X. Comparacién de algunos aspecios de l1a biologia Z. exasperata, enire el Golfo de California y la
costa del Paolifico de Baja California (Tomada de Banco~Parra ef &/, 2009 b).

Sur de oosta del Pacifico de_ Baja  Sonora, Golfo de California

T e e T Caftfomla T c
: __.'Fééuﬁdiﬁéa_ﬁtgﬁng £ - B T
: DtémetroméXImodlévulo 42 mm (Marzo a Abril) 40 mm (Julio)
. LTméxfmadeiembnan 165 mm (Junio) 187 mm (Mayo)
| Clcio de.\;fteic.:ger.lés.ls.‘ Agosto - Abril Febrero .- Julio

Penodo de gestamén _ ' Abril - Julio Febrero- Julio

Abril Julio
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Viil.2. Diversidad genética de Z. exasperata

Las diversidades genéticas obtenidas mediante la secuenciacién del gen
mitocondrial NADH; en las localidades fueron heterogéneas. Esto se debe, a la
variabilidad en el nimero de individuos, sitios segregantes y haplotipos presentes
en cada localidad. La baja diversidad genética del Goifo de Cailifornia, es el reflejo
de las pocas sustituciones, el bajo nimero de haplotipos y la dominancia de uno
de ellos (ZAEX_2). Se han reportado diversidades genéticas bajas, en ofra
especie de batoideo en la misma area de estudio. Sandoval-Castillo y Rocha-
Olivares (2011) reportaron que existe una baja diversidad haplotipica (h = 0.152) y
nucleotidica (mr = 0.114) en Rhinoptera steindachneri utilizando el mismo gen
mitocondrial NADH..

Existen diferentes hipétesis para explicar fa baja diversidad genética
encontrada en el Golfo de California. Puede ser que esta pablacion este reducida
sustancialmente; es decir, que el tamafio efectivo poblacional sea tan pequefio,
que la deriva genética se encuentra fijando un haplotipo en esta poblacion
(Hellberg et af., 2002), puesto que la mayoria (83 %) de los individuocs presentaron
el haplotipo ZAEX_2.

Un posible reciente cuello de botella, puede ser otra hipdtesis que explique
la baja diversidad genética. La poblacidn pudo haber tenido un descensc drastico
en el tamafio efectivo poblacional, como consecuencia de la reduccion de habitats
disponibles en un periodo de bajas temperaturas caracteristico de una giaciacion,
en donde las especies de habitats polares y templados migraban al tropico en
busca de habitats optimos (Plank ef al., 2010; Smith, 1988). Z. exasperata habita
ambientes templados y tropicales, las poblaciones del este estudio habitan
ambientes templados, y posiblemente fueron afectadas por la Gitima glaciacion.
Quizas un cuello de botelia también puedo haberse causado, por la presion
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pesquera a la que estd sometida Z. exasperata en el estado de Sonora, al tener
importancia comercial y ser un componente abundante en la pesca artesanal de
batoideos en el estado (Blanco-Patra ef a/., 2009 a). Las generaciones posteriores
de este posible cuello de botella presentan baja diversidad genética, 1os haplotipos
raros tienden a desaparecer y dominan los haplotipos comunes. Sin embargo, es
necesario resaltar, que no podemos afirmar ni refutar que la baja diversidad
observada en ef Golfo de California, se deba a un posible cuello de botella

causado por sobreexplotacién del recurso o periodos de glaciacion.

La combinacidn de bajas diversidades tanto nuclectidicas como
haplotipicas han sido atribuidas a posibles efectos fundadores. Un subconjunto de
individuos no representativo de una poblacion puede colonizar un habitat, la
poblacién pionera presentar exceso de haplotipos raros o escases de haplotipos
comunes de {a poblacidn fuente. Este escenario de baja densidad poblacional v la
baja diversidad genética de la poblacion colonizadora, permite que la deriva
genética actle y sus efectos sean evidentes. La poblacién del Golfc de Califomnia
quizas sea el resultado de un afecto fundador por la recolonizacidon de habitats
desde la dltima intreglaciacion (Hewitt,. 1999; Plank et al., 2010; Hagstrum et a/.,
1987).

Una poblacion periférica se sitda en el limite del rango ocupado por la
especie de forma habitual; sin embargo, estos rangos no son constantes y varian
en el tiempo y espacio (Guo ef al., 2005). Considerando la posibilidad, que la
poblacién del Golfo de California, sea el resultado de una reciente expansion de la
poblacidn de la costa det Pacifico de Baja California, los resultados encontrados
se ajustarian a los modelos que proponen Bridle y Vines (2007) de poblacicnes
gque estan al borde del area de distribucion de una especie, en donde las bajas
diversidades genéticas y la homogenizacion de la estructura poblacional puede
ser el resultado de efectos fundadores o cuellos de botellas que las poblaciones
periféricas sufren (Hewitt, 1999).
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Un escenario completamente diferente se observo en las localidades de la
costa del Pacifico de Baja California, en donde la diversidad haplotipica fue alta y
similar a la reportada por Sandoval-Castillo ef al. (2004), para un especie de la
misma familia, la gultarra Rhinobatos productus (h = 0.749) en la misma area de
estudio; sin embargo, ellos analizaron RFLPs de la regién control mitocondriat {(no
codificante). Posiblemente la alta diversidad genética pueda deberse a la
combinacion de que tanto la densidad poblacional y la tasa de fecundidad en esta
poblacidn, son lo suficientemente altas para contrarrestar los efectos de la deriva
genética en el tamafio efectivo poblacional (Hellberg ef al., 2002). No se tienen
datos sobre la densidad poblacional de Z. exasperata, sin embargo, datos
pesqueros pueden brindar una idea acerca de la abundancia de una especie.
Cartamil et al. (2011) reportan elevadas capturas en la pesqueria artesanal de
Laguna Manuela (CPUE = 9.04 ind/vigje) en la costa del Pacifico de Baja
Califaornia. Frisk, (2010) indica que la familia Rhinobatidae a la que pertenece la Z.
exasperata tiene una moderada fecundidad, Blanco-Parra ef al., (2009 b) reportan
para esta especie de 4 a 13 embriones por camada

La diversidad haplotipica alta puede ser el reflejo, de que la poblacién sea
muy grande y por consiguiente, presente mayor nimero de posibilidades para que
ocurran mutaciones. Las mutaciones tienen un importante rol en la diversidad
genética de las poblaciones, puesto que son una fuente importante en la
infroduccion de nuevos haplotipos. Una mutacidén sinénima mantiene la
codificacion del aminoacido; por el contrario, una mutaciéon no sinonima causa el
reemplazo de un aminoacido por otro (Hartl and Clark, 1997; Castillo, 2007).

Las mutaciones no sinonimas pueden brindar la posibilidad de un cambio
potenciaimente adaptativo, posiblemente sean la seleccién natural y la deriva
genética al azar, las fuerzas evolutivas que pueden favorecer o desfavorecer la
sobrevivencia de! hapiotipo (Castiilo, 2007). En el caso de Z exasperata, es
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posible que la mutacion no sindnima de! sito segregado 818 pueda ser sujeto de
seleccion natural, dado el alto sesgo en su distribucién geografica, presentandose
en 12 de los 37 organismos del Pacifico (32%) pero sélo en uno de los 24 peces
del Golfo de California (1%).

Este es un claro ejemplo en el cual, las poblaciones de una especie con
una amplia distribucién y que habita ambientes distintos, puede estar sujetas a
diversas presiones y por lo tanto responde de manera diferente, puesto que en la
poblacion de Golfo de California se encontraron diversidades haplotipicas bajas y
en la costa del Pacifico de Baja California diversidades haplotipicas altas.

Vill. 3. Patrones filogenéticos

Los haplotipos que se obtuvieron con ia secuenciacion del gen mitocondrial
NADH2, pueden dar el registro de la historia matrilineal de las mutaciones; por
consiguiente, estos eventos mutacionales pueden conectarse filogenéticamente y
plasmarse en un filograma. Dicha reconstruccidon puede sobreponerse a la
distribucidn geogréfica de los sitos de muesireo para realizar un andlisis
filogeografico (Avise et al., 1987).

Si bien, en la reconstruccion filogenética no se encontrd ningun patrén, ni altos
valores de bootstrap, que evidencien la existencia de linajes de al menos dos
poblaciones bien diferenciadas, se logran percibir dos clados, uno que agrupa
algunos haplotipos de la region del la costa del Pacifico de Baja California y ofro
con el haplotipo mas frecuente de la regién del Golfo de California. En la red
filogenética de haplotipos, tampoco se observa ningtn patrdén filogenético, ia
mayoria de los haplotipos estdn estrechamente relacionados y la divergencia
entre haplotipos es muy baja. Lo anterior puede sugerir, que las poblaciones si
bien se encuentran genéticamente aisladas y diferenciadas, sus linajes
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mitocondriales aun han divergido y han alcanzado un arreglo completo de linajes
entre el Pacifico y el Golfo de California, de tal forma que los organismos de
ambas localidades resultan polifiléticos.

VIIL4. Implicaciones para el Manejo y Conservacion

Bajo el nivel de resolucion que nos da el marcador molecular mitocondrial
codificante NADH; y teniendo en cuenta el criterio de Unidades Evolutivamente
Significativas (UES) (Moritz, 1994), se propone considerar la existencia de dos
UES para Z exasperata en el Pacifico norte mexicano: una en el Goifo de
California y ofra en la costa del Pacifico de Baja California. Cada UES presenta
caracteristicas genéticas Unicas y por lo tanto, deberian de ser tratadas por
separado y de manera diferente.

La baja diversidad genética que se presenta en la region del Golfo de
California, pueden ser el reflejo de un reciente cuello de botelia o efecto fundador,
y esto puede sugerir un cierto grado de vulnerabilidad de 1a pobltacién (Plank ef al.,
2010). Aungue en el presente estudio, no podemos afirmar ni descartar la
hipotesis de que las bajas diversidades geneéticas enconfradas se deban a la
sobreexplotacion, diversos estudios han indicado que las diversidades genéticas
pueden dar indicativos del estado de salud de las poblaciones, una poblacién que
esta siendo presionada o explotada puede presentar diversidades genéticas bajas
(Chevolot et al, 2006). Por consiguiente, si esto se confirma en estudios
posteriores serd evidente que se requiera de una eficaz gestion y adecuado

manejo para conservar este recurso.
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IX. Principales Hallazgos

Las diversidades genéticas de las dos poblaciones son diferentes,
presentando alta diversidad haplotipica la region de la costa del Pacifico de Baja
California y una baja diversidad haplotipica la region del Golfo de California, y por
lo tanto deben de ser manejadas para su conservacion de manera diferente.

Existe alto flujo genético entre las localidades de la costa del Pacifico de
Baja California, pero éste se reduce drasticamente entre regiones, lo que refieja la
limitada conectividad de las poblaciones.

No existe un patrén filogenético claro, que separe la poblacion del Golfo de
California de la poblacion de la costa del Pacifico de Baja California, los haplotipos
estan estrechamente relacionado y la divergencia entre las poblaciones es muy
baja.

Bajo el criterio de Unidades Evolutivamente Significativas y con el valor
obtenido del indice de fijacion, se consideran dos poblaciones para Z. exasperata,
una presente en el Goifo de California y otra en la costa del Pacifico de Baja
California.
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X. Recomendaciones

Optimizar la preservacion de los tejidos musculares para que el ADN no se
degrade y se logre amplificar. Evitar la preservacion higado puesto que su ADN se
degrada con mucha facilidad.

Aumentar el tamafo de muestra para la localidad de Baja California, asi
como aumentar en al menos una localidad mas, para la regidn del Golfo de
California.

Anatizar con otras herramientas moleculares como los microsatélites, que
complementen los resultados mitocondriales y nos puedan ayudar a mejorar las
inferencias e hipbtesis ecoldgicas y evolutivas de este trabaijo.
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