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Introduccion

1. Especiacion en ambientes marinos

La especiacion es el proceso que resulta del aislamiento genético de las
poblaciones. El aislamiento de las poblaciones puede ocurrir por una barrera tanto
ecolégica como a escala de tiempo geolégico (Simpson 1944; Jab-Lonski 2008;
Reznick y Ricklefs 2009). Mayr (1954) reconocié que la evolucion en el ambiente
marino puede operar bajo diferentes reglas dada la carencia de barreras
geograficas y por ende la dificultad de aplicar modelos de especiacion alopatrica.
Por tanto los mecanismos de especiacidon en estos ecosistemas al parecer no se
sujetan a la presencia de barreras geograficas. Para poder entender como opera
la especiacion en el ambiente marino se tiene que considerar que existen pocas
oportunidades de aislamiento geografico y quela mayoria de los organismos
marinos, ya sea peces o invertebrados, tienen fases larvarias que a su vez estan
sujetas a las corrientes oceanicas lo cual les permite una mayor capacidad de
dispersion y por tanto colonizar nuevos ambientes. Sin embargo persiste la duda
en los mecanismos que operan en especies que no tienen un ciclo de vida que
involucre una fase larvaria y que ademas tienen la capacidad de migrar grandes
distancias donde las barreras geograficas no significan un impedimento para la
reproduccion. Por tanto, quizas los mecanismos mediante los cuales las
poblaciones quedan aisladas en ambientes marinos podrian ser tan sutiles como

un cambio en la salinidad 6 la temperatura (Palumbi 2004, Mallet et al 2009).

Mientras que la especiacion alopatrica ha sido considerada como el modelo
dominante de la especiacion en tierra firme, debido al alto potencial de dispersion
de las especies marinas existe un creciente apoyo tedrico y empirico hacia la
especiacion simpatrica como el modelo dominante en el medio marino
(Dieckmann y Doebeli 1999; Gavrilets et al 2001; Kinlan y Gaines 2003; Palumbi
2004, Mallet et al 2009;. Crow et al 2010;. Elmer et al.,2010).



Sin embargo, otro modelo que permite explicar los procesos de formaciéon de
especies en ambiente marino es la especiaciéon ecoldgica (Schluter,2009). Este
proceso ocurre cuando existe seleccion divergente entre las poblaciones 6
subpoblaciones en ambientes contrastantes lo que eventualmente puede conducir
directa ¢ indirectamente al aislamiento reproductivo (Schluter, 2001).

Mayr (1954) reconocio que muchas de las diferencias genéticas acumuladas entre
poblaciones, en particular los que afectan genes funcionales relacionados con
aspectos fisiologicos y ecoldgicos, son los posibles mecanismos de aislamiento.
La especiacién ecoldgica es un proceso que no ha sido facil demostrar debido a la
la complejidad en el monitoreo de las diferentes variables ambientales y biolégicas
que pueden operar para que este proceso se lleve acabo. Hasta hace poco tiempo
no existian trabajos cientificos que sustentaran este modelo, sin embargo, existen
actualmente algunos estudios en poblaciones naturales que discuten ya sobre el
mismo como respuesta a los procesos que suceden en el ambiente marino. Este
podria ser el caso de la reciente revision taxonémica de la Unica especie de manta
reconocida (Manta sp.) el cual se basd en datos morfoldégicos y meristicos
(Marshall et al., 2009) en el cual se concluye acerca de la posible existencia de
dos ecotipos que exhiben segregacion de habitat; uno costero y otro en mar
abierto, y que podrian representar dos especies distintas(Kashiwagi et al., 2012).
Los intervalos de tiempo de divergencia sugieren que la especiacion y la posterior
dispersion pudo haber ocurrido durante los ciclos glaciales del Pleistoceno hace 1
Ma (Hewitt, 1996, 2000; Hofreiter y Stewart, 2009; Jansson y Dynesius, 2002).

Las especies marinas incipientes pueden haber experimentado
fluctuaciones ecoldgicas importantes en algunas caracteristicas del habitat (por
ejemplo, cambios en la temperatura, salinidad, nivel del mar) contraccion y
expansion de los ambientes marinos, cambios en la circulacion oceanica y como
consecuencia en la intensidad de las surgencias (Lambeck et al, 2002; Peeters et

al., 2004) lo que promovié la seleccién de habitats distintos.



2. Ecologia y biologia

Las mantas son organismos pertenecientes a la familia Mobulidae, se
caracterizan por tener una distribucion tropical y sub-tropical tanto en el Pacifico
como en el Atlantico. Es comun observarlas en areas de alta productividad, asi
como en islas oceanicas y montafias marinas (Compagno, 1999, Rubin, 2002). Su
distribucion comprende, en el Hemisferio Norte, las aguas de California en el
Pacifico Nororiental y las de Rhode Island en los Estados Unidos, de la Peninsula
de Sinai en Egipto, de Aomori en Japén, de las Islas Azores y en las de México.
En el Hemisferio Sur su distribucion ocurre en las aguas de Peru, Uruguay, Brasil,
Sudafrica y Nueva Zelanda (Marshall et al.2009).

Los adultos se reconocen facilmente por sus caracteristicas aletas
pectorales largas y triangulares y por su cabeza que no rebasa el 17% de la
amplitud del disco. Son filiradoras aunque consumen también peces pequenos
como presas ocasionales (Fischer et al., 1995). Son organismos viviparos,
conciben una sola cria después de un periodo largo de gestacion (1-2 afos)
(Fischer et al., 1995). Tienen gran atractivo turistico. No obstante la informacion
biolégica basica relacionada con  alimentacion, reproduccion, distribucion,
migracion, genética etc., es muy escasa y hay reportes de disminucion de sus
avistamientos en Japén, en la Polinesia Francesa y en Baja California (Homma et
al., 1997, Marshall et al., 2008). La IUCN (International Union for the Conservation
of Nature), la CITES (Convention on International Trade in Endangered Species) y
las Normas Oficiales Mexicanas no han podido determinar el verdadero estado de
las poblaciones de mantas, por lo cual no se han podido ingresar en la lista roja de
IUCN, aunque se les ha catalogado como vulnerables (Marshall et al., 2013). En
México, Manta birostris esta incluida en la NOM-029-PESC-2006, la cual prohibe
su captura comercial. La falta de informacién biolégica dificulta la aplicaciéon de

medidas regulatorias y de monitoreo para el manejo y conservacion de la especie,



como la delimitaciéon de areas naturales protegidas para su conservacion (Dewar
et al. 2008)

Su gran tamafo y su estatus de especie protegida, incrementan la dificultad para
estudiarlas en su ambiente y por ello el conocimiento cientifico de las mantas es
escaso (Notarbartolo di Sciara, 1987), incluso en lo relativo a su estatus
taxondémico.

Recientemente se han encontrado en Manta birostris diferencias en sus patrones
de coloracion, morfologia y distribucién que permitieron una reevaluacién de la
composicion del género. Originalmente, se habia descrito a la manta gigante o
manta diablo (Manta birostris) como especie Unica del género Manta. Sin
embargo, recientemente Marshall et al., (2009) en una revisién del género
propusieron la existencia de una segunda especie. Sus estudios basados en la
descripcion morfolégica, morfométrica y caracterizacion genética, asi como en
algunos aspectos conductuales y ecoldgicos, les permitieron separar a esta
especie en dos entidades: M. birostris y M. alfredi, e incluso presentaron
argumentos para proponer la existencia de una tercera especie Manta sp. cf.
birostris, de la cual aun no se cuenta con suficiente informacion (Marshall et al.
2009; Kashiwagi et al. 2012).

3. Filogenética

Por mucho tiempo el tipo de caracteres mas utilizados para la determinacion e
identificacion de especies han sido los morfologicos. Sin embargo, considerando
que éstos no necesariamente tienen una base genética y son sujetos de la
influencia del ambiente, existen casos en los que dicha aproximacion no es
suficiente de modo que surge la necesidad de corroborar el estatus de las
especies mediante el uso de caracteres moleculares. La conjuncion de ambas
areas del conocimiento (genética y morfologia), en muchos casos ha permitido la
correcta identificacion de especies y la reconstrucciéon de su filogenia, lo cual ha
contribuido a resolver diversas controversias taxondmicas y obtener mejor

informacion para identificar procesos de divergencia genética y determinar la



existencia de poblaciones discretas para aplicar un manejo adecuado de las
mismas (Gall y Loudenslager 1981, Carr et al. 2002; Cross et al. 2004).

Existen diversas técnicas basadas en marcadores moleculares para
identificar especies: la mas utilizada es la secuenciacion del ADN (Giassudin,
1995; Nelson y Cox, 2001) ya sea de regiones especificas de ADN mitocondrial
(ADNmt) o de genes de ADN nuclear (ADNn) (Avise, 1994; Parker et al. 1998;
Sunnucks; 2000; Hallerman, 2003). Una de las ventajas de la utilizacion de
caracteres moleculares es que ha mostrado su eficacia para resolver conroversias
taxonémicas en el andlisis filogenéticos (Avise, 1994). Actualmente varios autores
han enfatizado acerca de la conveniencia de aumentar el nUmero de marcadores
usados para diferenciar especies, sobre todo en grupos en los cuales se
presentan bajas tasas de mutacion y un reloj molecualr lento como es el caso de
elasmobranquios y mamiferos marinos. Incluso dada la posibilidad de obtener
actualmentemediante métodos de secuenciacion masiva el genoma mitocondrial 6
genomas completos, se ha visto que la resolucion de los arboles filogenéticos
aumenta y en especial en grupos con bajas tasas mutacionales, permiten la

resolucion de controversias evolutivas (Morin et al., 2010).

Antecedentes

Identificacion morfologica de las especies

Los estudios de la morfologia externa en la familia Mobulidae son escasos. Entre
los mas importantes se encuentran los estudios realizados por Notarbartolo di
Sciara (1987), los cuales incluyen una revision de todas las especies
pertenecientes al género Mobula. Este fue el primer estudio formal, en el cual se

utilizé la morfologia externa incluyendo coloraciéon, denticion y denticulos



dérmicos, permitiendo la descripcion de nuevas especies como fue Mobula
munkiana. Asimismo, el estudio presenta las claves mas completas que se siguen
utilizando hasta ahora para la identificacion de las especies del género Mobula.

Montes-Dominguez y Gonzalez-Isais (2007), realizaron una extensa
descripcion de la anatomia comparada de cuatro especies de mobulas (M.
Japanica, M. munkiana, M. thurstoni y M. tarapacana) en el Golfo de California.
Dichos autores encontraron diferencias morfolégicas en el craneo de las cuatro
especies, de las cuales M. tarapacana presenta los caracteres mas plesiomoérficos
y M. japanica los caracteres con mayor diversidad. Entre las cuatro especies, la
estructura con mayor variacion fue el musculo coracoarcual y el corahioideus.

En lo referente al género Manta, Marshall et al. (2009) revisaron
especimenes de colecciones provenientes de Bimini en las Bahamas y de Florida,
al igual que de especimenes capturados en campos pesqueros de Indonesia y
Japon. Mediante un registro minucioso de las diferencias en morfologia externa e
interna de especimenes de Mozambique, Sudafrica, Japon, México, Micronesia y
Australia, los autores llegaron a la conclusion de que a nivel global el género
Manta no esta constituido unicamente por la especie M. birostris, y reportan la
existencia de un nuevo morfotipo caracterizado por su morfologia externa y por
caracteristicas genéticas que ha sido considerado una nueva especie e

identificada como Manta alfredi.

Las dos especies (Manta birostis y Manta alfredi), y posiblemente una tercer
especie (Manta sp. cf. birostris), presentan diferencias en morfologia que son
clave para su identificacion. Estas consisten en el patron de coloracion ventral, la
presencia o ausencia de espina caudal, coloracion de la boca y la presencia y
forma de marcas blancas en la parte anteroposterior del dorso (Marshall et al.
2009). Manta birostris, la especie mayor de la familia Mobulidae, alcanza hasta
6.7 m de ancho de disco, y su tamafio al nacer es de 1.2 m (http://www.elasmo-
research.org/education/topics/Ih_manta_faq.htm). La coloracién dorsal es negra
con manchas blancas en la regiéon suprabranquial, que presentan una forma

triangular y se presentan a ambos lados del disco. La boca es negra, coloraciéon



que generalmente se extiende hasta la superficie ventral y los l6bulos cefélicos
(Fig. 1). La superficie ventral es blanca y en algunas ocasiones color crema, con la
presencia de marcas en forma de puntos en la regién abdominal y en medio de las
branquias, mas no en las branquias y en la parte anterior a la cloaca. Presentan
manchas en forma de puntos por debajo de la quinta branquia (Fig.2) y un borde
gris en forma de V en la parte caudal (Fig.2) que se extiende hasta las aletas

pectorales (Marshall et al. 2009). Se caracteriza por presentar una espina caudal

que se encuentra en el dorso de la cola inmediatamente después de la aleta
dorsal (Fig.3)

Figura 1.Vista dorsal de M. birostris Figura 2. Vista ventral de M.

birostris (Foto: Rafael de la Parra) (Foto: Rafael de la Parra)

Figura 3. Espina caudal de M. birostris (Foto: Rafael de la Parra)



Manta alfredi (Kreft, 1869) presenta un disco no mayor a 5.5 m y, a diferencia de
M. birostris, no presenta una espina caudal. La coloracién en la parte dorsal es
negra con manchas blancuzcas. El borde anterior de estas manchas inicia en el
espiraculo y hace una curva hacia la parte media formando algo similar a una cola
de ballena (Fig. 4a). Puede llegar a presentar marcas de color blanco o palidas
cerca de las aletas pectorales. La superficie ventral es blanca o color crema. La
boca varia de color blanco a un gris palido. Presenta en la parte ventral manchas
redondas, las cuales se encuentran en la parte posterior y alrededor o en la quinta
branquia (Fig 4b). A diferencia de M. birostris que en la parte ventral tienen una
mancha en forma de V de color obscuro a lo largo de las pectorales y hacia la
cloaca, M. alfredi presenta solo coloracién obscura en la parte distal de las aletas
pectorales (Marshall et al., 2009).

Figura 4 .
a) Manchas blancas de M. alfredi b) Marcas circulares en
(Foto: Rafael de la Parra) los bordes posteriores y en la

quinta agalla (Foto: A. Marshall)

El morfotipo Manta sp. cf. birostris, uno de los motivos del presente estudio, que
podria constituir una tercer especie, se distribuye en el Océano Atlantico
principalmente en el Caribe; y pudiera estar compartiendo habitat con M. birostris.

De este morfotipo se han encontrado especimenes de 4.6 m a 6 m de disco. La



coloracién dorsal es completamente negra con algunas manchas ocasionales de
color café. Puede presentar manchas blancas similares a las descritas para M.
birostris, manchas que no contintan hasta la parte media del disco, sino que
terminan en el area de la cabeza (Fig.5). La superficie ventral tiende a ser blanca o
de color crema (Fig.6), coloracion que se extiende hasta la boca. Presentan
puntos negros o grises que solo se encuentran en la parte posterior de las aletas
pectorales y generalmente se encuentran centralizadas en la regién abdominal
(Fig.7). Presentan una coloraciéon obscura en el borde posterior de las aletas
pectorales que puede o no terminar en forma de V, como en el caso de M. birostris
(Marshall et al. 2009).Estas diferencias en moforlogia externa pueden ser

indicativas de diferencias especificas al ser producto de caracteristicas que

aparecieron y se conservaron en diferentes linajes

Figura 5. Vista dorsal y manchas blancas de a) Manta sp.cf birostris 'y b) M.
birostris (Foto: A. Marshall)



Figura 6. Coloracion ventral de a) Manta sp.cf birostris b) M. birostris (Foto: A.
Marshall)

a) b)

Figura 7. Manchas en la region abdominal y aletas pélvicas de a) Manta sp.cf
birostris y b) M. birostris (Foto: A. Marshall)

Las dos especies reconocidas y la posible tercer especie comparten habitat
aunque parece que esta ultima esta limitada al area del Caribe (Peninsula de

Yucatan y Cuba ) y el Golfo de México hasta los cayos de Florida (Fig.8)



Figura 8. Distribucion mundial del género Manta : rojo = M.alfredi ,azul =

M.birostris y amarillo = Manta sp cf. birostris (Marshall et al., 2009)

Identificacion de especies mediante ADNmt y ADNn

De manera general, las especies de tiburones son morfolégicamente parecidas, tal
es el caso de las especies de la familia Carcharhinidae. Estos tiburones presentan
pocas diferencias en su morfologia externa. Aunado a este problema la familia
Carcharhinidae es una de las mas expuestas a la sobre explotacion por lo cual es
necesario implementar medidas regulatorias. Para establecer estas medidas se

requiere saber que especies son las que se estan capturando.

Martin (1999) secuencié el D-Loop del ADNmt de especies morfolégicamente
similares del género Carcharhinus y llegd a la conclusién de que la ausencia de
datos sobre el tiburén de aletas negras (C. brevipina) se debia a una errénea
identificacion que resultdé en una confusion con el tiburdbn puntas negras (C.

limbatus).



Resalta igualmente el estudio realizado por Heist y Gold (1999), en el cual
pudieron diferenciar tres especies de tiburones pertenecientes a esta familia con la

ayuda de un analisis de las secuencias del gen mitocondrial citocromo b.

Plank et al. (2001) lograron distinguir entre el tiburén prieto (C. obscurus) 6 el
tiburon de arena (C. plumbeus) utilizando secuencias del ADN ribosomal (ADNr) .
Shivji et al. (2002) realizaron un estudio sobre la identificacion de tiburones
pelagicos con base en muestras de tejido de especimenes capturados en
pesquerias del Océano Atlantico y Océano Pacifico mediante el uso de cebadores
especificos del gen coenzima | (COl) y reaccién en cadena de la polimerasa . Los
analisis de las secuencias lograron distinguir las especies principalmente de las
familias Laminidae y Carcharhinidae .

Como se mencioné anteriormente el ADNmt ha sido una herramienta util
para confirmar procesos de especiacion. Corigan y Bechehegaray (2009)
encontraron que la divergencia entre los organismos de la familia Orectolobidae
sucedié en el Mioceno cuando chocaron las placas de Indo- Australia y Eurasia,
dando como resultado que las especies de esta familia que habitan en Australia

quedaran separadas debido a una especiacion de tipo alopatrica.

Gardner y Ward (1998) mediante el analisis genético de muestras de
tiburones de dos localidades utilizando ADNmt, aloenzimas y medidas
morfométricas, encontraron que no solo habia diferencias morfolégicas como el
tamano promedio de los animales y el numero de vértebras precaudales, sino
también habia diferencias en las secuencias de su ADNmt. Sus resultados
indicaron que habia por lo menos dos stocks, uno en el sur y otro en el sudoeste
de EE.UU. Posteriormente Garner y Ward (2002) utilizaron ADNmt para verificar la
presencia de M. lenticulatus y de dos nuevas especies de este género en esa

zona de Australia.



Objetivo General

Verificar si las diferencias en morfologia externa corresponden a diferencias
genéticas a tal grado que sea pertinente considerar a las mantas del Caribe como

una especie diferente.

Objetivos particulares

Caracterizar los morfotipos presentes en el noreste de la Peninsula de Yucatan
mediante patrones de pigmentacion (ventral, dorsal y boca) y mediante la

presencia, o ausencia; de espina caudal.

Estimar el grado de divergencia entre M. birostris y M. alfredi mediante la
estimacion del numero de diferencias en las secuencias de las regiones

estudiadas y el genoma mitocondrial .

Relacionar la presencia y/o permanencia de las mantas en el area de estudio
mediante marcaje satelital, observaciones in situ y patrones ambientales

(temperatura, salinidad y clorofila A)



Hipdtesis

La evidencia morfoldgica y genética recientemente presentada ha servido para
separar al género Manta en dos especies las cuales comparten una misma
distribucion. Las diferencias en patrones de pigmentacioén junto con la presencia o
ausencia de espina caudal vestigial entre los individuos presentes durante la
temporada de arribo de mantas en el Caribe sugieren que la posibilidad de la
existencia de una tercera especie es factible tal y como lo han sugierido Marshall
y colaboradores (2009) en el Caribe . De ser asi esta nueva especie presentara
no solo diferencias en morfologia externa sino que presentara también diferencias
a nivel genético que permitan separarla de las dos especies que existen

actualmente.

Justificacion

En la Isla Holbox localizada en el Caribe Mexicano se ha observado una
agregacion estacional de mantas, catalogadas como M.birostris, que no habia sido
estudiada exhaustivamente a pesar de estar catalogada como especie amenazada
por la IUCN y habitar dentro de un area natural protegida (ANP). No fue hasta el
2008 que se realizaron los primeros estudios en esta parte del Caribe que
mostraron algunas diferencias morfolégicas externas entre los individuos
(Hinojosa-Alvarez, 2008). Los recientes estudios realizados por Marshall et al.
(2009) sobre morfologia y taxonomia del género han sustentado la existencia de
una segunda especie del género Manta y que parece encontrarse en el Golfo de
México , principalmente en Caribe. Por tanto, las diferencias morfolégicas
observadas entre los individuos de mantas del Caribe permiten suponer que éstas

se deben a la presencia de dos especies que comparten el habitat al menos



durante cierta época del aino. De ser asi, las labores de conservacion y monitoreo
que se estan llevando a cabo por parte de la ANP deberan considerar la
posibilidad de la existencia de diferentes unidades de conservacion al tratarse de
entidades resultantes de una historia evolutiva independiente. Si bien la morfologia
puede llegar a mostrar diferencias que definan estas especies, los estudios de
caracterizacion genética aportarian elementos para enriquecer el conocimiento del

estado taxondmico de las mantas caribefas.

Area de estudio

Los muestreos se realizarén en el area natural protegida de Yum Balam , en la
recién constituida Reserva de la Biosfera del Tiburdn Ballena e Isla Contoy
pertenecientes a la region de Yalahau. Esta zona se encuentra en los municipios
de Lazaro Cardenas e Isla Mujeres en el Estado de Quintana Roo, € incluye la
Laguna de Yalahau, Isla Holbox, Isla Arena, la Laguna de Chacmochuk y las
selvas bajas y humedales.

Las mayores precipitaciones ocurren en el norte del municipio en donde
alcanzan los 1500 mm anuales. Registra un promedio de temperatura anual de
24.7 °C y el clima es calido humedo con lluvias en verano y vientos predominantes
del suroeste. El municipio se localiza entre los 21° 36" y 20° 34" Latitud norte y 87°
06" y 87° 25 Longitud oeste (Lazcano, 1999). La Isla Holbox se encuentra en la
punta norte de la Peninsula de Yucatan, en el Estado de Quintana Roo, la cual
esta dentro de los limites de la reserva de la biosfera del tiburdon ballena (Fig.9). Al
este colinda con Cabo Catoche y la Laguna Yalahau (Sedetur, 2007).

Isla Contoy, la cual se localiza entre los 21°27’ y 21°32’ N y entre los 86°46’
y 86°47’ O. Pertenece al estado de Quintana Roo, en el municipio de Isla Mujeres
(Fig.9). Es el punto terminal del sistema de arrecifes de la costa oriental de la
Peninsula de Yucatan. Predomina la corriente de Yucatan sobre la del Caribe y se
presentan surgencias estacionales (Diario Oficial,2004). El aumento de la

productividad primaria, como consecuencia de estas surgencias estacionales, trae



consigo una aglomeracion de especies marinas filtradoras en el area, las cuales

se benefician de este fenémeno.

Figura 9. Area de estudio, las flechas en azul reflejan la direccién de la corriente
del Caribe y el Golfo. Mientras que los tiburones en rojo representan los lugares

donde se encuentran en gran concentracion organismos filtradores.

Material y Métodos
Colecta de muestras

Las muestras para ADN se obtuvieron con un arpon tipo hawaina modificado con
una punta de acero inoxidable. Las colectas se llevaron acabo durante la
temporada de manta (mayo a septiembre) del 2010 y 2011. Cada individuo
muestreado fue sexado en medida de lo posible y de lo contrario se le asigno la
etiqueta NR (no registrado). A su vez, los individuos fueron fotografiados ventral y
dorsalmente para su correcta identificacién. Cada individuo de manta posee un

patron de pigmentacion ventral Unico lo cual aseguro que no hubiera re muestreo.



Las muestras de ADN se almacenaron en tubos Eppendorf con 10 ml de DMSO
(sulféxido de dimetilo) saturado con sal (NaCl).

Genética

El ADN total fue extraido utilizando el kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega). Se secuenciaron las siguientes regiones de ADN mitocontrial :
(ADNmt) ND5 usando los cebadores reportados por Kashiwagi et al. (2012), COI
(Ward et al., 2008, CytB (comunicacion personal Dra Jan R McDowell) y el gen
nuclear RAG1 (Kashiwagi et al., 2012. Para el D-loop (region de control) se
disefaron dos juegos de cebadores para secuenciar la region completa de
aproximadamente 3000 pb; el primero de 1453 pb se amplificé con cebadores Thr-
15851-15871F 5-TCGGTCTTGTAAACCGAAGG-3 'y CR1-MBR 5'-
AAGTCGACTCGAACGTAGGG-3', mientras que el segundo con una longitud total
de 1540 pb se amplific6 con cebadores CR2-17041 _Mb- F 5'-
CCTGTGACGTCGTTTGTCC-3 ' y 125-488_Mb-R 5'-3'-
CTGAGTTCCCTTGTGGGTGT-3. Se amplificé y secuencid un total de 25
muestras de tejido Manta de Holbox y de 5 ejemplares de M. birostris provenientes
de las Islas Revillagigedo durate el 2011 para comparacion. Las secuencias de
cada region de ADNmt, de las mantas de Holbox y Manta birostris de las Islas
Revillagigedo, se compararon con secuencias de Manta alfredi obtenidas de
GenBank.

Los mitogenomas de M.birsotris y Manta de Holbox se secuenciarén a partir
de tejido muscular al cual se le extrajo ADN con el kit de extraccion Wizard
Genomic DNA Purification (Promega). La secuenciacion se llevo a cabo en una
plataforma llimuna My Seq . El resultao de la secuenciacion fueron dos archivos

para cada especie en ambos sentidos ( pair ended) en formato fastq.



Posteriormente estos archivos se sometieron a un programa de control de calidad
FastQC, para determinar si los resultados obtenidos de la secuenciacén eran
Optimos para proceder al ensamblaje. EI ensamblaje de los mitogenomas se
realizo con el programa SOAP para M.birostris y con GENIOUS para la Manta de
Holbox. Se utilizarén dos programas diferentes debido a la capacidad de computo
que se requeria para poder correr cada programa. Una vez ensamblados los
genomas se anotaron con el programa DOGMA, para la obtencion de cada gen y
RNAs de transferencia.

Telemetria

Se marcaron 3 mantas de Holbox con marcas satelitales (PAT) al final de la
temporada de surgencia en septiembre de 2011 utilizando X-Tags (Microwave
Telemetry, MD) Las marcas se programaron para registrar las mediciones de
parametros fisicos: temperatura, salinidad, profundidad y geolocalizacion. Las
marcas se fijaron en las mantas con un arpdn tipo hawaina con una punta en
forma de flecha de acero inoxidable. Las marcas se insertaron en la superficie
dorsal cerca de la aleta caudal. La marca PAT permanecié adherida a las mantas
de tres a seis meses al final de los cuales, la marca se programoé para separarse
del animal y flotar a la superficie. Una vez en la superficie, la marca emitié su

ubicacion a un satélite de Argos.

Parametros ambientales

Se descargaron los mapas de clorofila A correspondientes a la temporada de
manta (mayo a septiembre) en 2010 y 2011 del sitio web de la NOAA . Se
selecciono el satélite Aqua —Modis ya que fue el que brindo mejor resolucién . La
temperatura , salinidad y concentracion de oxigeno disuelto se tomarén con la
ayuda de una sonda oceanografica (CTD) en las areas donde se observaba a las

mantas alimentandose.



Censos aéreos

Se realizaron dos censos aéreos durante la temporada del 2010. Cada viaje conto
con dos observadores localicalizados a ambos lados de la avioneta . Cada
observador anoto en una bitacora la localizacion de las mantas , asi como el
numero de individuos. Durante los dos censos aéreos los observadores fueron los

mismos.

Analisis de Datos

Las fotografias de cada individuo de manta fueron analizadas con el software
Individual Identification System (I13S) (Pierce, 2007). Cada fotografia permitid
asignar un patron de coloracion por individuo. Se realizé un conteo de machos y
hembras durante la temporada de manta que se representaron en histogramas los
cuales se obtuvieron con el programa Excel de Office Mac (2009).

Las secuencias de ADN fueron editados con el software 4Peaks y alineados con
MUSCLE (Edgar, 2004). ElI modelo evolutivo fue seleccionada utilizando
jModelTest 2.0 (Darriba et al. 2012) y los arboles filogenéticos se construyeron

utilizando PhyML, bajo un modelo de maxima verosimilitud (Guidon et al., 2010).

La compania Argos proporciono los mapas de las marcas satelitales los cuales
fueron elaborados con base en la informacion recibida por los satélites cada vez
que el individuo marcado salia a superficie. Una vez que esta senal es recibida por
el satélite esta se transfiere a una estacion terrestre y de ahi al centro de
procesamiento de Argos donde calculan la posicion de las marcas satelitales

(www.argos-systems.org)



Resultados

1. Ecologia y biologia de la manta gigante del Caribe Mexicano

La abundancia de mantas en Isla Holbox registrada en los viajes de campo, al
igual que el nimero de hembras y machos (17 &y 64 Q ), esta representado en
la figura 10. Agosto fue el mes en el que se observdé una mayor cantidad de
mantas alimentandose en la zona. Durante este mes y en la temporada de 2010 la
temperatura media del mar fue de 23,8 ° C, el oxigeno disuelto fue mayor que en
otros meses 8.01mg /L y la salinidad de 35. Para el 2011 la media fue de 24.3 °C,
5.45 mg/L de oxigeno disuelto y una salinidad de 35. 9.
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Figura 10, Abundancia de mantas durante la temporada de Manta en 2010 y 2011.
NR= No registrado.

Las mantas se mueven alrededor de la reserva en busca de altas concentraciones
de plancton. Este comportamiento de forrajeo se confirmé por reconocimientos
aéreos y los mapas de concentracion de clorofila A (Chl-A). En Figura 11 se
muestra la agregacion de las mantas durante la "temporada de manta”. Durante

los dos primeros meses (abril y mayo) estan cerca de la costa mientras que



durante julio y agosto de 2010 debido a la alta concentracion de nutrientes en alta
mar las mantas se alejaron de la costa. Esto no se observé en el 2011 ya que las
mantas se quedaron en NE de Isla Contoy siguiendo una vez mas las altas
concentraciones de Chl-A. A lo largo del estudio se comprobé la relaciéon entre las

concentraciones de Chl-A y la presencia de mantas (Figs.11y 12).

L

71

Figura 11 Sitios de agregacion de Manta. Los puntos grises representan la
ubicacion de las mantas en 2011, puntos negros en el 2010 y los puntos blancos
los censos aéreos en el 2010.
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Data courtesy of CoastWatch, Carib. and GoM Regional Node

Figura 12. Distribucion estacional mensual de Chl-a durante la “temporada de
manta” 2010 (A) y 2011(B) Satélite: Modis-Aqua (NOAA).



Telemetria

Las marcas satelitales que se utilizaron para realizar un seguimiento de los
individuos mostraron que las mantas tienden a permanecer cerca de la zona de
estudio. Las marcas a y b (figura 13) registraron un periodo de 25 dias y 1 mes,
respectivamente, y ambos llegaron hasta Isla Mujeres en Quintana Roo. La marca
c (figura 13) permanecié 3 meses y se mantuvo la mayor parte del tiempo cerca de
la zona de estudio y al final, nadé hasta la costa de EUA. Las marcas no pudieron

ser recuperadas después de desprenderse de los individuos marcados.
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Figura 13 Movimientos de tres (A1,A2 y A3) individuos de manta gigante



2. Diferenciacion morfolégica

Se foto-identificé un total de 85 individuos y se encontraron dos morfotipos
distintivos. El primero llamado "A" tiene boca negra y muestra, la presencia de una
espina caudal coloracion dorsal de color marrén oscuro y patrones triangulares de
color crema. La superficie ventral es de color crema a blanco, sin manchas en la
quinta hendidura branquial y la coloracion ventral es casi negra. (Figura 14). El
morfotipo "B" tiene boca blanca, superficie dorsal negra, la presencia de una
espina caudal vestigial y los parches de hombro blancos eran triangulares en
algunos individuos y en forma de "V". otros. La superficie ventral es de color crema

a blanco, sin manchas en la quinta hendidura branquial y la coloracién es clara a

gris oscuro (Figura 15).

Figura 14. Morfotipo “A”, vista de la boca, espina dorsal, vistra trasera y ventral
Fotografia: Andrea Marshall



Figura 15 Morfotipo “B” vista dorsal, ventral y boca

En la figura 16 a se observa las diferencias entre las dos especies descritas
actualmente y los dos morfotipos de Holbox. En la coloracion ventral (Fig.16 b) el
morfotipo “B” presenta dos patrones de coloracion uno casi completamente blanco
y otro con la distintiva marca de “V” en color gris palido. Mientras que el morfotipo
“A” presenta una marca en “V” mucho mas ancha que casi cubre la totalidad de la
superficie ventral y de color negro.Tanto los morfotipos de Holbox como de la

especie M. birostris presentan espina caudal (Fig. 16 c)

a) M.birostris M.alfredi Morfotipos: A B

b) M.birostris M.alfredi Morfotipos: A B




¢) M.birtostris y Morfotipos

L T
Figura 16. (a) Diferencias dorsales de M. alfredi, M. birostris y los morfotipos de
manta de Holbox; (b) Diferencias ventrales de M. alfredi, M. birostris y los
morfotipos de manta de Holbox vy (c) espina caudal vestigial .Fotografias de M.

birostris cortesia de M. Hoyos y fotografias de M. alfredi cortesia de M. Deakos.

3. Analisis filogenético

En la figura (17) se muestran los cladogramas resultantes del analisis de 4 genes
mitocondriales comunmente utilizados en inferencias filogenéticas y 1 gen nuclear
que se ha utilizado previamente para separar las especies de Manta (Kashiwagi et
al., 2012. Los 4 genes mitocondriales cuando se utilizan de manera independiente
no permiten la definiciéon de los arboles filogenéticos, aunque separaran las
mantas de Holbox de Manta alfrediy del grupo externo Mobula japanica, pero no
de Manta birostris. Por su parte el arbol con el gen nuclear RAG1 si separa los

moroftipos de Holbox tanto de M. alfredi como de M. birostris.
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Figura 17. Arboles filogenéticos de genes mitocondriales y nucleares.



A pesar de que RAG1 separa a las mantas de Holbox de M. birostris, el fragmento
reportado en Gen Bank para M. alfrediy M. japanica no es el mismo. De esta
forma, se decidio incorporar mas genes para corroborar esta separacion como ha
sido propuesto por varios autores (Arnason et al 2004, 2008; Xiong et al 2009,
Morin et al, 2010). Cuando los genes mitocondriales se concatenaron se observo
que los arboles filogenéticos tenian una mejor resolucioén, especialmente cuando

se incorporan los genes dloop, con cytB, ND5 y COI (Fig19). Este altimo arbol

Usuario 23/9/2014 11:21

separa el grupo externo, M. birostris y al resto de los individuos de manta Holbox Comentario [1]: Porque no hay un arbol
(Flg 1 9) solo con Dloop, explicalo.
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Figura 18. Arboles filogenéticos concatenados de genes mitocondriales y nuclear

El niumero de diferencias nucleotidicas entre la manta de Holbox y M. birostris es
bajo en comparacion con las otras especies de tiburones y rayas principalmente
en el gen ND5. Esta diferencias, sin embargo, son mayores en la regién de control
(d-loop), pero el analisis de CytB y COIl muestra diferencias similares a la
registrada para la regién de control. Las diferencias de RAG1 son similares en
promedio entre todos los grupos.



Tabla 1. Numero de diferencias nucleotidicas entre ADNmt y ADNn de varias
especies de elasmobranquios

0.67907

ND5/D-LOOP M. birostris M. alfredi Manta Holbox M. jap C. I

M. birostris -

M. alfredi 0.00708/ no -

Holbox manta 0.00089/0.61262 0.07877/no -

M. japanica 0.20106/0.5058 0.19841/no  0.74206/0.67907 -

C. leucas 0.74286/0.69700 0.70179/no  0.74375/0.68574 0.70625/0.70075 -

M. manazo 0.734820/0.71482 0.71339/no  0.735710/0.70544 0.71339/0.73358 0.13304/0.69325

Cytb/COI

M. birostris -

M. alfredi NO/0.71298 -

Manta 0.15595/0.60003 no/ 0.74679 -

holbox.

M. japanica 0.72784/0.71291  no/0.70520  0.72446/ 0.73796 -

C. leucas 0.72174/0.71676  no/0.70328  0.71739/0.70135 0.23043/0.73603 -

M. manazo 0.73913/0.71291  no/0.71291 0.72174/0.70135 0.22391/0.18690 0.76087/0.11368

RAG

M. birostris -

M. alfredi no -

Manta holbox 0.7436 no -

M. japanica 0.721917 no no -

C. leucas 0.24583 no 0.72361 0.74028 -

M. manazo 0.74444 no 0.725 0.72083 0.73056

Mitochondrial

and nuclear

M. birostris -

M. alfredi no -

Manta holbox 0.35187 no -

M. japanica 0.7323 no 0.72098 -

C. leucas 0.71892 no 0.71351 0.58533 -

M. manazo 0.7251 no 0.71918 0.59202 0.395511

Mitochondrial

M. birostris -

M. alfredi no -

Manta holbox 0.43191 no -

M. japanica 0.4563 no 0.4602 -

C. leucas 0.72006 no 0.71343 0.54976 -

M.manazo 0.72512 no 0.71785 56272 0.3188

ND5/D-LOOP M. birostris M. alfredi Manta M. japanica C. leucas
holbox

M. birostris -

M. alfredi 0.00708/ no -

Manta holbox 0.00089/ 0.61262 0.07877/no -

M. japanica 0.20106/0.5058 0.19841/no 0.74206/ -




C. leucas 0.74286/0.69700 0.70179/no 0.74375/  0.70625/0.70075 -

M. manazo 0.734820/0.71482 0.71339/no 83?23?0 0.71339/0.73358  0.13304/0.69325
/0.70544

Cytb/COI

M. birostris -

M. alfredi NO/0.71298 -

Manta holbox 0.15595/0.60003 no/ 0.74679 -

M. japanica 0.72784/0.71291 no/0.70520 0.72446/ -
0.73796

C. leucas 0.72174/0.71676 no/0.70328 0.71739/  0.23043/0.73603 -

M. manazo 0.73913/0.71291 no/0.71291 8321:73451/ 0.22391/0.18690 0.76087/0.11368
0.70135

RAG

M. birostris -

M. alfredi no -

Manta holbox 0.7436 no -

M. japanica 0.721917 no no -

C. leucas 0.24583 no 0.72361  0.74028 -

M. manazo 0.74444 no 0.725 0.72083 0.73056

Mitocondrial 'y

nuclear

M. birostris -

M. alfredi no -

Manta holbox 0.35187 no -

M. japanica 0.7323 no 0.72098 -

C. leucas 0.71892 no 0.71351  0.58533 -

M. manazo 0.7251 no 0.71918  0.59202 0.395511

Mitocondrial

M. birostris -

M. alfredi no -

Manta holbox 0.43191 no -

M. japanica 0.4563 no 0.4602 -

C. leucas 0.72006 no 0.71343 0.54976 -

M. manazo 0.72512 no 0.71785 56272 0.3188




4. Mitogenoma de la manta gigante (M. birostris) y manta de Holbox (Manta sp.).

El genoma mitocondrial de M. birostris tiene una longitud de 18,075 pares de
bases (Tabla 2), mientras que el de la manta de Holbox tiene 18 383 pares de
bases (Tabla 3). Ambos presentan una regién rica de Adenina (A)+Timina(T) y
bajo contenido de guanina (G). El orden de los genes y su longitud es similar a la
mayoria de otros elasmobranquios y teledsteos. Tiene 13 genes codificantes para
proteinas, 2 genes de RNA ribosomal (rRNAs) , 23 genes de RNA de transferencia
(tRNAs) y una region no codificante (region control o d-loop). EI mitogenoma
presenta también una region AT en tandem, que se ha reportado también en
Mobula japanica. El tamafo de los RNA de transferencia (tRNA) es de 70-72 bp
(Tabla 2y 3).

Tabla 2. Genoma mitocondrial de Manta birostris

Nombre del o ] Longitud
Gen Inicio Fin Hebra (bp)
tRNA-Phe 264 333 + 69
12srRNA 336 1290 + 954
tRNA-Val 1297 1368 + 71
16SrRNA 1441 3038 + 1597
tRNA-GIn 1755 1830 - 75
tRNA-Leu 3068 3142 + 74

ND1 3144 4115 + 971
tRNA-lle 4120 4189 + 69

tRNA-GIn 4192 4263 - 7



tRNA-Met
ND2
tRNA-Gly
tRNA-Ser
tRNA-Trp
tRNA-Ala
tRNA-Asn
tRNA-Cys
tRNA-Tyr
COX1
tRNA-Lys
tRNA-Asp
COX2
tRNA-Thr
ATP8
ATP6
COX3
tRNALeu
tRNAGIy
NAD3
tRNA-Arg
NADA4L
NAD4
tRNA-Val
tRNA-His
tRNA-Ser
tRNALeu
NAD5
NAD6
tRNA-Glu
cytB
tRNAThr
tRNA-Pro
D-loop

4264
4333
4852
5377
5379
5450
5520
5627
5699
5770
7331
7402
7474
8165
8241
8399
9082
9871
9873
9945
10294
10365
10655
12035
12036
12106
12175
12248
14089
14608
14680
15826
15903
15975

4332
5373
4921
5448
5448
5518
5592
5694
5768
7317
7401
7471
8163
8239
8402
9079
9864
9944
9944
10292
10364
10658
12031
12103
12104
12173
12246
14086
14607
14676
15819
15898
15973
18075

68
1040
69
71
69
68
72
67
69
1547
70
69
689
74
161
680
782
73
71
347
70
293
1376
68
68
67
71
1838
518
68
1139
72
70
2100




Tabla 3. Genoma mitocondrial de la manta de Holbox.

Nombre del

Inicio Hebra Longitud
Gen (bp)
tRNA-Val 1026 1097 - 71
16SrRNA 1098 2674 - 1576
tRNA-GIn 2328 2403 + 75
tRNA-Leu 2697 2771 - 74
ND1 2772 3743 - 971
tRNA-lle 3744 3815 + 71
tRNA-GIn 3816 3884 - 68
ND2 3885 4925 - 1040
tRNA-Gly 4337 4406 + 69
tRNA-Ser 4926 4997 + 71
tRNA-Trp 4998 5066 + 68
tRNA-Ala 5067 5139 + 72
tRNA-Asn 5140 5207 + 67
tRNA-Cys 5208 5277 + 69
COX1 5278 6825 - 1547
tRNA-Lys 6826 6896 + 70
tRNA-Asp 6897 6966 - 69
COX2 6967 7656 - 689
tRNA-Thr 7659 7733 - 74
ATP8 7731 7895 - 164
ATP6 7896 8576 - 680
COX3 8577 9359 - 782
tRNALeu 9360 9433 + 73
NAD3 9434 9781 - 347
tRNA-Arg 9782 9852 - 70
NADA4L 9853 10146 - 293
NAD4 10147 11523 - 1376
tRNA-Val 11523 11595 + 72
tRNA-His 11524 11592 - 68
tRNA-Ser 11593 11660 - 67
tRNALeu 11661 11732 - 71
NAD5 11733 13571 - 1838
NADG6 13572 14090 + 518
tRNA-Glu 14088 15230 - 1142
cytB 15231 15303 - 72
tRNAThr 15304 15374 + 70
D-loop 15375 18388 3013




El uso de nuevas técnicas de secuenciacion masiva permite obtener arboles
filogenéticos con una mejor definicion y que ayudan a resolver controversias
filogenéticas. Como se observa en el arbol filogenético construido con base en los
mitogenomas (Fig. 19) la separacion entre nodos de la manta de Holbox y de la
manta birostris presenta un valor similar al de las rayas del género Dasyatis y el

resto de los elasmobranquios.
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Figura 19. Arbol filogenético de mitogenomas de elasmobranquios



Discusién

Se sabe que las aguas ricas en nutrientes son las zonas de alimentacion principal
para los organismos filtradores. Estas zonas suelen presentar altas
concentraciones de clorofila-a (Chl-a) y temperaturas mayores a los 23°C. Este
aumento en Chl-a, se traduce en una proliferaciéon de productores primarios como
el fitoplancton y en consecuencia una alta abundancia de consumidores
secundarios tales como zooplancton. La Peninsula de Yucatan es un claro
ejemplo de estas condiciones; las concentraciones de Chl-a tienden a ser mas
altas entre mayo y septiembre que durante el resto del afo. Como resultado, los
animales filtradores como las mantarrayas tienden a reunirse en gran ndmero en
esta area para obtener su principal fuente de alimento, el zooplancton. Este
comportamiento se reporté anteriormente en esta regién para los tiburones ballena
y mantarrayas (Dewar et al, 2008; de la Parra-Venegas et al, 2010 ; Luiz et al,
2009; Anderson et al.,, 2011; Couturier et al, 2011). En las Islas Maldivas en
Indonesia, Anderson y colaboradores 2011 reportan agregaciones de M. alfredi,
durante la temporada de altas concentraciones de Chl-a las que a su vez son
coincidentes con la estacion de monzones. En la figuras 11,12 y 13 se muestran
los sitios en los que se encuentran las mantarrayas durante la temporada de alta
productividad de plancton en Holbox. Esta posicidén coincide con los valores de
temperatura y mapas de Cl-a (Fig.12) que muestran el mismo patron que las
mantas de las Maldivas. Con esta informacién podemos suponer que se trata de
un area de alimentacion para esta especie. Sin embargo dada la ausencia de re-
avistamientos, no es posible afirmar que existe fidelidad de las mantas a las zonas
de alimentacion. No obstante, la fidelidad a los sitios de alimentaciéon en otras



especies de manta ya se ha corroborada (Homma et al, 1999; Clark y Laros, 2008;
Dewar et. al, 2008). Con las marcas satelitales (figura 13) se observd que los
individuos marcados permanecen mas tiempo del esperado en la zona de estudio,
una vez que la concentracion de Chl-a disminuye. Aparentemente lo que nuestras
marcas parecen indicar es que, los avistamientos de mantas en la zona de Holbox
durante todo el afo (observacion personal) junto con los estudios de marcaje
(Graham et al., 2012), tenemos una poblacion de mantas que permanece una gran
parte del afio en la Peninsula de Yucatan y algunos individuos que migran
siguiendo la corriente del Golfo de México (Graham et al ., 2012). De esta forma,
la poblaciéon de mantarrayas de Holbox podria tener un nicho especifico que esta
siendo delimitado por la Corriente del Golfo y reforzada por las aguas ricas en
nutrientes.

La Corriente del Golfo tiene muchas ventajas para los organismos
filtradores, como las mantas, la mas importante es la alimentacion. Los cambios
en los valores isotdpicos de Carbono y Nitrégeno que se observan en las mantas
de Holbox coincide con el afloramiento estacional ya que la sefal antes de la
surgencia es similar a la presentada en las aguas profundas, consistente con
sefial de la Corriente del Golfo (Hinojosa-Alvarez, 2008). Ademas, la sefal
isotdpica de las zoeas de crustaceos y la senal isotépica de las mantas al término
de la temporada es similar (Hinojosa-Alvarez, 2008). Con la informacioén isotopica
y la coincidencia de la presencia de las mantas con el aumento en la productividad
primaria, podemos concluir que tanto Isla Holbox como Isla Contoy representan

areas de alimentacion primaria de la manta de Holbox.

Existe informacion que muestra que las mantas no solo utilizarian estas areas
para alimentarse, sino podrian ser también sitios de reproduccién. La proporcion
de sexos en las mantas de Holbox es (Fig.10) similar (mayor cantidad de hembras
que machos 16:1) a la reportada en Mozambique; donde las hembras son mas
numerosas que los machos (Marshall et al., 2010) y donde han sido registrados
eventos de apareamientos. Por otra parte Homma et al. (1999) registraron una

proporcion de sexos de 1:1 para M. alfredi en Japdén. Se han encontrado estas



diferencias en muchas especies de elasmobranquios (Anderson y Pyle 2003). Los
tiburones ballena (Rhincodon typus), mostraron una proporciéon sesgada hacia los
machos en varios sitios de agregacion (Meekan et al., 2006; Graham ,2007),
mientras que los tiburones nodriza (G. cirratum) y tiburones nodriza gris (C. taurus)
en contraste, mostraron un fuerte sesgo hacia las hembras (Castro y Rosa 2005;

Bansemer y Bennett 2009).

Sin embargo, una proporcion de sexos en la cual las hembras son mas
abundantes que los machos podria ser indicativo de un sitio de reproduccion
segun Marshall y Bennett (2011). En soporte a esta hipdtesis, en la peninsula de
Yucatan ademas de la proporcion de sexos encontrada, se observaron conductas
de apareamiento durante febrero y mayo, cerca de la costa. Por lo anterior , es
muy posible que la zona de Isla Holbox e Isla Contoy formen parte del area de

reproduccion para las mantas.

Morfologia

Las mantas de Holbox presentan al igual que M. birostris una espina caudal
reminiscente. Ambos morfotipos presentan coloraciéon alrededor de la boca que
puede variar entre blanco similar a la de M. alfredi, y negro similar a la de M.
birostris. Asimismo, las mantas de Holbox comparten con ambas especies los
patrones de coloracion dorsal, es decir, presentan marcas blancas tanto
triangulares como en forma de cola de ballena (Figuras 14, 15y 16 a,b y c).
Adicionalmente carecen de marcas en forma de puntos entre la quinta y sexta
hendidura branquial, igual que M. birostris. A diferencia de M. birostris las mantas
de Holbox no siempre presentan en la superficie ventral una coloracion de gris a
gris oscuro en forma de “V” (Fig.16b) y en su lugar pueden no presentarla y
aparecer completamente blanca. Algo caracteristico de las mantas de Holbox es
que en el centro de la parte ventral por debajo de las hendiduras branquiales
presentan dos puntos que van de negro a gris 6 una gran mancha negra o gris

(Figuras 14,15 y 16b). Anteriormente, la mayoria de los estudios determinaron



especies utilizando exclusivamente sus diferencias morfologicas (Marshall et al .,
2009). Sin embargo, con la apariciéon y el uso generalizado de herramientas
genéticas, en algunos casos se ha encontrado que las diferencias entre estas
supuestas especies no son reales, si no que en realidad son poblaciones de la
misma especie con cierto grado de plasticidad fenotipica.

Marshall et al., 2009 en su revision del género Manta menciona una especie
que queda aun por determinar y a la que se refiere como Manta sp cf. birostris y
cuya sinonimia recibia el nombre de Cephalopterus giorna. A esta especie se le
denominaba cominmente como manta del Atlantico o manta del Caribe y es muy
similar a la especie M. birostris. La superficie dorsal suele ser negra, aunque llega

a tomar coloraciones rojizas como las que observamos en la figuras 14 y 16a.

Debido a la posible existencia de la tercera especie de manta postulada por
Marshall en 2009, los dos morfotipos encontrados alrededor de Isla Holbox
fundamentan la propuesta de los mobulidos como un grupo que tiene que ser
revisado de manera exhaustiva. Se podria estar viendo no sélo una, sino dos
especies nuevas. Debido a aue las mantas de Holbox comparten caracteristicas
de Manta birostris y M. alfredi al parecer podrian constituir una combinacion de

ambas .

Filogenia

Existen hoy en dia diferentes conceptos de especie y no hay alguno que esté
cerca de ser universalmente aceptado; todos los conceptos coinciden en que las
especies evolucionan por linajes separados y que se comportan como
metapoblacionales y su delimitacion se realiza principalmente por la acumulacién
de evidencia bioldgica y evolutiva (de Queiroz 2007). Estudios recientes (Bowen et
al, 2013; Morin et al., 2010) han utilizado criterios que combinan caracteristicas
genéticas, morfolégicas, conductuales, patrones ambientales e incluso habitos
alimenticios para apoyar el reconocimiento de las especies y subespecies. En los

ecosistemas marinos, las barreras que conducen a eventos de especiacion son



frecuentemente dificiles de observar. Por tanto en los océanos, la especiacion
ecologica se ha reconocido como el mecanismo principal en la formacién de
nuevas especies. La especiacion ecologica se define como el proceso de
formacion de nuevas especies en el que las barreras al flujo génico entre
poblaciones son resultado de la selecciéon divergente la cual contiene una base
ecolégica adaptativa (Schluter 2001; Funk et al., 2003). No obstante de que los
procesos de especiacion en ecosistemas marinos y terrestres siguen procesos
similares las oportunidades para el aislamiento alopatrico son menores en los
océanos Yy estuvieron asociados principalmente con la evolucion de los
continentes; una vez que finaliz6 dicho proceso la especiacion a lo largo de limites

ecolégicos ha jugado un papel preponderante.

El evento de separaciéon de las especies de Manta actualmente reconocidas, se
estima que ocurrié hace 1 millén de anos (Ma) durante el Pleistoceno (Kashiwagi
et al., 2012). La hipotesis propuesta en la formacién de estas dos especies es de
que se diferenciaron debido a la eleccién del habitat y a las fluctuaciones
ecoldgicas en éstos ya que solian separarse en poblaciones de mantas ocedanicas
y costeras. En la descripcion de Marshall et al.,(2009) en la que describe a Manta
scp cf birostris 6 su sinonimia Cephalopterus giorna menciona que esta especie
podria presentar una distribucion mas limitada, incluso endémica, en el mar
Caribe. Los resultados de las marcas satelitales, fotografias, censos aéreos y
observaciones personales, muestran que las mantas de Holbox se alimentan de
mayo a septiembre en el mar Caribe, aunque existen avistamientos de
apareamientos antes de dicha temporada, durante la temporada de alta
productividad, lo que parece indicar que las mantas de Holbox son visitantes
habituales y con alta residencia en el Caribe.

Las mantas de Holbox no sélo se encuentran confinadas a un area en
particular sino que ademas presentan diferencias morfolégicas respecto a las otras

mantas. Nuestros resultados indican que ademas, a nivel genético las mantas de



Holbox son diferentes a las dos especies existentes (M.birostris y M.alfredi). Si
bien los genes que us6 Kashiwagi (et al., 2012) ND5 y Rag1 por si solos no
brindan suficiente informacion para separar a las mantas de Holbox de M. birostris,
si la proporociona para separarlas de M. alfredi (Fig.17). Sin embargo, el gen
mitocondrial ND5 es un gen conservado.. Esto puede ser observado también en la
(Tabla 1) en la cual las diferencias nucleotidicas entre diferentes especies de
mantas y elasmobranquios son pequefias a diferencia del genes como CytB y D-
loop, que son genes con una mayor tasa de mutaciéon dentro del genoma
mitocondrial. Kahiwagi et al. (2012) también reportaron diferencias similares del
gen ND5 (Tabla 4) entre M. birostris (0.00104) y M. alfredi (0.00049).

Tabla 4 diferencias nucleotidicas por grupos de genes ND5 (Kashiwagi et al.,
2012)

Number of net nucleotide substitutions between groups for mtDNA NDS5, with values for pairwise ds below the diagonal, and standard errors above the diagonal.

1 2 3 4 5 6 7 8

1. Manta spp. All 0.00084 0.00017 0.00036 0.01093 0.01080 001019 0.00671
2. M. alfredi MA1-3 0.00253 0.00028 0.00218 0.01093 0.01093 0.01026 0.00675
3. M. alfredi all 0.00049 0.00081 0.00106 0.01091 0.01083 001021 0.00669
4. M. birostris all 0.00104 0.00681 0.00313 0.01109 0.01094 001035 0.00691
5. Mobula japanica 0.12258 0.12038 0.12106 0.12656 0.01154 0.01001 0.00333
6. Mobula tarapacana 0.11793 0.11898 0.11799 0.11969 0.13198 001061 0.00344
7. Mobula thurstoni 0.10541 0.10544 0.1049% 0.10786 0.11975 0.12065 0.00269
8. Mobula spp. All 0.06565 0.06528 0.06503 0.06838 0.03398 0.03400 0.02992

Como las diferencias nucleotidicas son pequenas entre el género Manta, fue
necesario utilizar también genes con diferentes tasas de mutacion. Como ya se
menciond con anterioridad los elasmobranquios tienen un reloj molecular lento
(Nabholz et al 2008 a, b, 2009; Galtier et al., 2009a) y se ha demostrado que en
estos grupos la adicion de mas genes al analisis aumenta la resolucién de los
arboles filogenéticos (Morin et al., 2010). En el caso del presente estudio,
mediante la adicion de tres genes al analisis fue posible separar M. birostris de las
mantas de Holbox. Cada gen mitocondrial tiene una tasa de evolucién diferente
(Moritz, 1994; Avise 1994; Moore 1995) y se conoce que el D-loop tiene la tasa de
mutacion mas variable en todo el genoma mitocondrial. También es un gen que no
se utiliza comunmente en analisis filogenético, pero en el caso de las mantas de

Holbox fue util para resolver su filogenia (Fig.18). No solo se observé que al afadir



genes con diferentes tasas de mutacioén los arboles filogenéticos adquirian mayor
resolucion, si no que al utilizar todos los genes del genoma mitocondrial obtuvimos
un arbol filogenético en el que la edad de los nodos de la manta de Holbox y de M.
birostris es igual al de otros géneros de rayas y tiburones (Fig.19). No obstante la
alta variabilidad del D-loop, el aumento de diferencias nucleotidicas al usar un
mayor numero de genes con diferentes tasas mutacionales (Tabla 1) y la
utilizacion del tiempo estimado de la especiacion de las dos especies de mantas,
permiten considerar que la especiacion de las mantas de Holbox sea mas
reciente.

Con base en los resultados obtenidos se propone la hipétesis de que las
mantas de Holbox son parte de un gran metapoblaciéon que se distribuye a lo largo
del Golfo de México. Igualmente se propone la hipotesis de que el proceso de
especiacion por el cual las mantas de Holbox se diversificaron ocurrié durante la
ultima era interglacial hace 125.000 afos misma que ocasiond el fortalecimiento
de las Corrientes del Golfo y de la del Atlantico Norte como se conocen
actualmente. Las masas de agua que se encuentran y giran entre continentes con
mas frecuencia y fuerza, forman las barreras. Por ejemplo, se ha propuesto que la
Corriente del Golfo es la principal fuente de origen de la ictiofauna de las
Bermudas (Smith-Vaniz et al., 1999), de la fauna del mesopelagica de Caribe, en
el norte del Mar de los Sargazos (Jahn, 1976) y de la ictiofauna del Archipiélago
de las Azores (Avila et al., 2009). Estos estudios aportan evidencia de que la
corriente del Golfo juega un papel muy relevante en la formacién de las especies

de diferentes animales marinos.

Las mantas de Holbox estan confinadas a la zona del Caribe debido a sus
caracteristicas ambientales que les permiten encontrar no solo una zona de
alimentacion sino también de reproduccion. La corriente del Golfo favorece
también corrientes Unicas de menor escala como la Corriente del Canal de
Yucatan y ademas proporciona condiciones de temperatura y productividad
idéneas para la permanencia de las mantas en el area, aunque ocasionalmente
realicen migraciones hacia el norte. Al parecer estas migraciones no las hacen
todos los individuos y no es coincidencia en que existan reportes de mantas en



octubre y diciembre en los cayos de Florida (FWC, 2014) en aguas someras y
desembocaduras de rios (FWC, 2014), por lo que pudieran ser una posible area
de crianza como en el caso de otras especies de tiburones (Heupel et al., 2007).
Existen precedentes de especiacion ecolégica en otros organismos marinos,
incluso en el género Manta, proceso que también parece acontece en las mantas
de Holbox.

En julio de 2013 el status de M. birostris en la UICN cambi6 a vulnerable,
gque es una posicion por encima de en peligro de extinciéon. Los informes recientes
sobre el estado de la poblaciéon de las mantarrayas indican disminucion de su

numero debido a la presion de la pesca.

En este estudio se han abordado dos cuestiones de gestidon importantes:
1) la existencia de una zona de reproduccion en el Caribe mexicano,
y 2) la existencia de una tercera especie de manta en aguas mexicanas. Es
imperativo que el estatus de esta nueva posible especie se defina lo antes posible
para que, al igual que Manta birostris y Manta alfredi pueda, ser incluida en la lista
de especies vulnerables. A pesar de que las mantas de Holbox estan en un Area
Natural Protegida (ANP), también es importante determinar si esta area es
suficiente para salvaguardar la zona de alimentacién y reproduccion de la especie.
Si fuera este el caso, puede ser necesario analizar la redefinicion del perimetro del
ANP.



Conclusiones

La permanencia de las mantas en el area se debe principalmenta a que su
principal recurso de alimentacién es abundante. De Mayo a Septiembre la
concentracion de nutrientes y en consecuencia el zooplancton en el area aumenta
y permite que las mantas puedan ser observadas con mayor frecuencia y facilidad.
Este aumento en la concentracion de nutrientes no solo se refleja en la cantidad
de mantas sino también en el aumento de clorofila—A en el agua y en el cambio
isotopico de Carbono y Nitrégeno. Cuando este periodo de enriquecimiento de
nutrientes disminuye, también lo hacen los avistamientos de mantas mas no su

presencia en el area de estuido

La separacion entre poblaciones de mantas es también evidente tanto en la
morfologia externa de los organismos del Golfo y a nivel genético Esta ultima
diferenciacion a nivel genético, es consistente con la reportada para este género y
para otros géneros de tiburones. Es posible que la poblacion de mantas del Golfo
y Caribe divergieran recientemente y que el poco flujo génico con las demas
poblaciones asi como las caracteristicas ambientales de la zona sean la
explicacién al proceso de especiacion de estas. El poder delimitar especies y a su
vez las areas donde viven es de suma importancia para su conservacion. De la
misma forma, es importante hacer una revisidbn extensiva sobre las rayas y
mantarrayas del Golfo de México ya que es muy posible que, al igual que en las
mantas, existan otras especies que pudieran pasar por los mismos procesos de

especiacion.



Perspectivas a futuro

Es importante establecer los patrones de distribucion de las mantas del
caribe mediante el uso de censos aereos y de marcas satelitales. Esto
permitiria una mejor delimitacién del drea donde se encuentran y daria un
mayor sustendo a que esta poblacién de mantas es residente del Golfo de
México y en particular del Caribe.

Incluir a esta especie en la lista de CITES y IUCN para que al igual que las
dos especies de Manta ya existentes pueda ser protegida tanto en aguas
mexicanas como internacionales.

Incluir un andlisis de morfologia interna de estos especimenes, sin duda
seria de suma importancia para establecer una correcta clave de

determinacion en campo.
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