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RESUMEN

El género Rhinoptera se compone de ocho especies distribuidas en todos los mares tropicales,
subtropicales y templados; habitan bahias, estuarios y desembocaduras de rios. De estas ocho
especies, solo Rhinoptera bonasus y R. brasiliensis se distribuyen en el Atlantico Occidental,
siendo estas morfologicamente muy similares, mientras que solo R. steindachneri en el Pacifico
Oriental Tropical. La mayor parte de los caracteres diagnosticos para la clasificacion del género
Rhinoptera, se basa en el numero de series o filas de las placas dentales. Debido a su gran similitud
morfologica, la taxonomia de este género se encuentra en duda y ha sido poco estudiada. Los genes
mitocondriales COI, Cit-b, NADH2 y el gen nuclear RAGI, proporcionan una primera
aproximacién para entender como el género Rhinoptera se ha diversificado. Las relaciones
filogenéticas obtenidas a partir de tres andlisis de inferencias de reconstruccién de arboles
filogeneticos, resultaron bastante similares permitiendo corroborar la identidad taxonomica de las
especies tratadas. Las reconstrucciones por inferencia bayesiana fueron las topologias mejor
apoyadas. Los analisis de distancias genéticas, permitieron identificar un nivel de divergencia
suficiente para considerar como unidades taxonomicas a R. bonasus, R. brasiliensis y R.
steindachneri en América. Se confirma la presencia de dos poblaciones divergentes de R. bonasus,
una al Norte del Atlantico occidental y la otra en el Caribe colombiano. Se presenta una notable
afinidad genética y morfologica entre los ejemplares recolectados en el Golfo de México con R.
brasiliensis, confirmando la presencia de ésta especie en México (desde Tamiahua, Veracruz hasta
Chiquil4, Quintana Roo) para la cual se amplia su distribucion, sin registrar la presencia de R.
bonasus en aguas mexicanas. Respecto al origen de la divergencia entre R. steindachneri del Golfo
de California y R. brasiliensis del Golfo de México presentan una especiacion reciente hace 2.15
ma (4.49 — 0.56), dichas especies exhiben un grado de semejanza morfologica que permite tratarlas
como especies gemelas. Se confirma una marcada divergerncia entre las R. steindachneri de la
costa Pacifica de Baja California respecto a las del Golfo de California y a su vez de las que se
distribuyen en las costas del Pacifico mexicano, las cuales se podrian considerar como linajes
divergentes en el Pacifico Oriental, lo cual amerita una revision de su estaus de
poblaciones/especies. Eventos geolodgicos durante el Mioceno-Plioceno podrian haber influido en
la historia evolutiva de las Rhinopteras distribuidas en América, como lo fue la clausura del Istmo
de Panama la cual representa una explicacion coherente para la posible especiacion entre R.
bonasus y R. steindachneri del Pacifico oriental presentindose como especies hermanas dentro del

género misma que fue estimada en el presente estudio en 3.55 millones de afios (6.44 — 1.37).
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I.  INTRODUCCION

En la actualidad existen mas de 1100 especies de tiburones y rayas descritos a nivel mundial, y atn
se siguen describiendo nuevas especies (Nelson, 2016; Weigmann, 2016). Los batoideos conocidos
universalmente como rayas, son un grupo que incluye 630 especies reportadas, agrupadas en mas
de 80 géneros (Weigmann, 2016). Tienen una distribucion circumglobal, abarcando desde las zonas
tropicales hasta los articos y antarticos (McEachran & de Carvalho, 2002). McEachran &
Aschliman (2004) y Nelson (2016) proponen la existencia de sdlo cuatro ordenes

(Torpediniformes, Rajiformes, Pristiformes y Myliobatiformes),

A pesar del alto nimero de especies, la variacion inter-especifica en la morfoloégia de algunas
especies es poco conocida (Naylor et al., 2005; Aschliman, 2014) lo cual ha causado problemas
para discernir y determinar el estatus de las especies (Stevens et al., 2000; 2007; 2008). Como
consecuencia de esto, los mapas de distribucidon y acciones para su conservacion pueden estar

propensos a errores (Lynghammar et al., 2013).

El género Rhinoptera se compone de ocho especies distribuidas en todos los mares tropicales,
subtropicales y templados, excepto alrededor de las islas del Pacifico Oriental (Last & Stevens,
1994); habitan bahias, estuarios y desembocaduras de rios (Neer & Thompson, 2005). De estas
ocho especies, solo Rhinoptera bonasus y R. brasiliensis se distribuyen en el Atlantico Occidental,
siendo estas morfologicamente muy similares en cambio, solo R. steindachneri en el Pacifico
Oriental Tropical (Compagno et al, 1995; Robertson & Allen, 2008). La mayor parte de los
caracteres diagndsticos para la clasificacion del género Rhinoptera se basan en el numero de series
o filas de las placas dentales. Debido a su gran similitud morfologica la taxonomia de este género
se encuentra en duda y ha sido poco estudiado, por lo que una revision de las relaciones
filogenéticas de este género es de gran utilidad para definir el niimero y la distribucion de las

especies que lo componen (Naylor et al., 2012).

El uso de técnicas moleculares, junto al uso de técnicas taxonémicas tradicionales, ha demostrado
ser una herramienta muy 1til en la identificacién de especies de condrictios (Lim et al., 2015; Acero
et al., 2016; Last et al., 2016). Desde la incorporacién de los datos moleculares a los analisis
filogenéticos, ha existido un debate sobre si €stos o los morfolégicos son mas adecuados para la

definicion de las relaciones filogenéticas de los taxones (Patterson et al., 1993). De acuerdo a



Moritz & Hillis (1996) este conflicto entre los tipos de caracteres se ha exagerado puesto que el
objetivo de la sistematica molecular no ha sido refutar las hipotesis filogenéticas realizadas con
caracteres morfologicos, sino que los datos moleculares pueden auxiliar cuando la variacion
morfologica es limitada y la homologia de los caracteres morfologicos no es clara. El andlisis de
las secuencias de los genes es una de las areas mas activas dentro de los usos de los datos
moleculares en sistematica, esta estrategia ha sido ampliamente utilizada para inferir filogenias

(Nei & Kumar, 2000; Wiley & Lieberman, 2011).

El ADN mitocondrial presenta toda una serie de caracteristicas para ser considerado como uno de
los marcadores moleculares mas utilizados en sistematica molecular en general y particularmente
en tiburones y rayas a diferentes niveles taxondémicos (Dunn et al., 2003; Winchell et al., 2004;
Naylor et al., 2005; Rocco et al., 2007; Aschliman et al., 2012; Lim et al., 2015). Sin embargo, ha
sido comun el uso simultaneo del gen nuclear RAG 1 para resolver problemas taxonomicos y
filogenias en tiburones y rayas (Maisey et al., 2004; Naylor et al., 2005; Vélez-Zuazo & Agnarsson,
2010; Aschliman et al., 2012).

A pesar de la importancia ecologica y evolutiva, la genética de los peces cartilaginosos permanece
poco estudiada en la gran mayoria de los océanos del mundo. Entre los elasmobranquios, los
batoideos han recibido aun menos atencion que sus parientes los tiburones. Sin embargo, en estos
organismos algunos estudios han atribuido la existencia de diferenciacion genética debido a
fenémenos como la filopatria reproductiva, como es el caso de Raja clavata (Chevolot et al., 2006)
y Pristis microdon (Phillips et al., 2011). Otros factores que han sido esgrimidos son las
condiciones oceanograficas que promueven el aislamiento ecoldgico y la especiacion criptica como
en Rhinobatos productus (Sandoval-Castillo et al., 2004) y Dipturus batis (Griffiths et al., 2010),
donde los gradientes de temperatura y limites fisiologicos térmicos afectan a su distribucion

geografica.

Las barreras fisicas son un importante motivo de diferenciacion genética y especiacion de los
organismos marinos, pero no son esenciales para que estos procesos se produzcan (Avise, 2000;
Bowen et al., 2013; Gaither et al., 2015), dada la dimensioén de los océanos y de los numerosos
habitats disponibles, se cree que el aislamiento geografico facilita la diferenciaciéon entre
poblaciones y la especiacion como resultado de la interrupcion del flujo genético (Mayr, 1963).
Los taxones marinos separados por el Istmo de Panama, con formacién es relativamente reciente

(hace ~ 3-5 millones de afios), son ideales para estudiar estos procesos en los que se impide el flujo



de genes entre taxones del este del Pacifico, Atlantico occidental y Caribe (Coates & Obando, 1996;

Coates et al., 2004; Duncan et al., 2006; Keeney & Heist, 2006).

Una de las ventajas de los datos moleculares para este tipo de trabajos, es la posibilidad de estimar
las edades de divergencia entre los clados bajo el supuesto de que la evolucion molecular sigue a
un modelo del reloj molecular. La datacion de la divergencia entre linajes permite a los
investigadores inferir los efectos de alteraciones climaticas y procesos geoldgicos del pasado, en el

patron de especiacion y en la dispersion de los organismos (Riddle ez al., 2008).

En el presente trabajo se plantea la revision de las tres especies del género Rhinoptera distribuidas
en América (Pacifico mexicano, Golfo de México y Caribe colombiano), con la intencidon de
determinar si los analisis filogenéticos mediante el uso de marcadores moleculares de las regiones
del ADN mitocondrial (ADNmt) COI, Cit-b, NDH2 y el ADN nuclear (ADNn) RAG 1, concuerdan

con la taxonomia actualmente aceptada para este género.



Il.  MARCO TEORICO

2.1. Posicion taxondmica y clasificacion.

Los batoideos (rayas, guitarras, pez sierra, torpedos y rayas eléctricas) son el grupo mas diverso de
los elasmobranquios, alrededor de 630 especies agrupadas en 24 familias y 88 generos, con formas
corporales modificadas y especializadas (Nelson, 2006; Ebert & Bizarro, 2007; Weigmann, 2016).
Myliobatidae es una familia derivada del orden Myliobatiformes (Chondrichthyes: Batoidea),
comprende tres subfamilias: Myliobatinae con mas de 20 especies ("rayas aguila", Aetobatus,
Aetomylaeus, Myliobatis y Pteromylaeus), Rhinopterinae con al menos ocho especies (''rayas nariz
de vaca", Rhinoptera), y Mobulinae con cerca de 11 especies (Manta y “rayas diablo" Mobula)

(Aschliman, 2014).

La monofilia de los myliobatiformes (Nishida, 1990; Lovejoy, 1996; McEachran et al., 1996;
McEachran & Aschliman, 2004) esta fuertemente apoyada por trabajos morfoldgicos con varias
sinapomorfias incluyendo: (1) presencia de 16bulos cefalicos en posicidén anterior al neurocraneo,
apoyados en la cintura escapular; (2) el foramen preorbital anterior se encuentra en la cara anterior
de la capsula nasal. Este agujero, a través del cual pasa el nervio oftdlmico superficial, se encuentra
en la parte dorsal en la mayoria de otros batoideos; (3) el margen lateral de la apdfisis postorbital
es alargado: se extiende ventro-lateralmente para formar una protuberancia cilindrica; (4) las raices
de los dientes no tienen cavidades de pulpa; similar a Dasyatis y Taeniura, y es una caracteristica
que se desconoce en las raya diablo; (5) la osteodentina estd muy extendida en las raices de los
dientes; también en Dasyatis y Taeniura, estado desconocido en la raya diablo; (6) los antimeros
de los maxilares superior e inferior se fusionan en la sinfisis. Los antimeros de ambas mandibulas
superior e inferior se fusionan en la sinfisis en rayas bentonicas y en algunas especies de Myliobatis.
Este caracter es responsable de la posible parafilia de Myliobatis sugerido por McEachran &
Aschliman (2004) y Aschliman et al. (2012), con M. freminville que exhibe la condicion
plesiomorfica; (7) el cartilago de Meckel se engrosa en la sinfisis de todos los Myliobatidae a

excepcion de las rayas diablo. Este caracter es probablemente correlacionado funcionalmente con



la denticion de la trituracion en los Milobatidos duréfagos. Algunos autores han incluido esta
denticion derivada como un segundo caracter, en el que los dientes de las mandibulas superior e
inferior estan dispuestos en una superficie aplanada, similar al pavimento como en los Milobatidos
duréfagos; (8) el cartilago trabecular esta presente en las mandibulas y mucho mas densa que en
otros batoideos; (9) hay un pequefio cartilago o cartilagos (accesorio o secundario al cartilago
hiomandibular), libre de ligamento, entre la hiomandibula y el cartilago de Meckel, caracter
compartido con Urolophus; (10) La cuarta y quinta ceratobranquial se fusionan de manera
proximal; (11) esta presente una aleta dorsal, las aletas dorsales estan ausentes en la mayoria de los
taxones de rayas a excepcion de Trogonoptera, algunos Gymnura y algunos Urolophus. (Nishida,
1990; Lovejoy, 1996; McEachran et al., 1996; Carvalho et al., 2004; McEachran & Aschliman,
2004; Aschliman et al., 2012; Aschliman, 2014).

Estados de caracteres de apoyo (Rhinoptera + rayas diablo)

Rhinoptera es fuertemente apoyada como grupo hermano de las rayas diablo por varios caracteres:

Los componentes dorso laterales de la capsula nasal y los procesos de la lamina orbitonasal, forman
un par de proyecciones anteriores que apoyan los 16bulos cefalicos o aletas. El proceso preorbital
del neurocraneo esta ausente, caracteristica compartida con los Torpediniformes; en todos los
demas Milobatidos y en Gymnura, algunos pectorales radiales soportados por el propterigion se
expanden en sentido distal y se articula con radiales adyacentes. Las filogenias recuperadas
sugieren que la ausencia de este caracter en Rhinoptera y rayas diablo es una inversion. (Nishida,
1990; Lovejoy, 1996; McEachran et al., 1996; Carvalho et al., 2004; McEachran & Aschliman,
2004; Aschliman et al., 2012; Aschliman, 2014).

La subfamilia Rhinopterinae, tiene un tnico género con ocho especies (Compagno, 1999; 2005),
Nelson (2006) lista "al menos siete" especies. Naylor et al. (2012) describen la dificultad en el
tratamiento de las agrupaciones dentro Rhinoptera, pero identifican hasta ocho especies

potenciales;

Taxondmicamente las especies del presente estudio se encuentran clasificadas de la siguiente

manera:



Orden Myliobatiformes
Familia Myliobatidae
SubFamilia Rhinopterinae
Género Rhinoptera
Rhinoptera adspersa J. P. Miiller & Henle, 1841
Rhinoptera bonasus (Mitchill, 1815)
Rhinoptera brasiliensis J. P. Miiller, 1836
Rhinoptera javanica J. P. Miiller & Henle, 1841
Rhinoptera jayakari Boulenger, 1895
Rhinoptera marginata (E. Geoffro & Saint-Hilaire, 1817)
Rhinoptera neglecta J. D. Ogilby, 1912
Rhinoptera steindachneri Evermann & O. P. Jenkins, 1891

2.2. Morfologia

Los batoideos se caracterizan por presentar un cuerpo dorsoventralmente aplanado y se diferencian
de otros elasmobranquios por la carencia de una aleta anal, aletas pectorales unidas con la cabeza
y el tronco para formar un disco, cinco aberturas branquiales ventrales donde también se localiza
la boca y los orificios nasales o narinas, los 0jos y espirdculos se encuentran bien desarrollados y
estan situados generalmente en la superficie dorsal de la cabeza en especies bentdnicas demersales
o laterales en especies pelagicas, la cola es moderadamente delgada, claramente diferenciada del
cuerpo y su longitud es variable alcanzando en ocasiones el doble del ancho del disco (Bigelow &
Schroeder, 1953; Kent & Carr, 2001). Las especies de la subfamilia Rhinopterinae pueden alcanzar
dos metros de Ancho de Disco (AD) y es claramente mas ancho que largo y con forma de diamante.
Tienen cabeza que claramente sobresale del disco (Figura 1a). Los ojos y los espiraculos estan
ubicados a los lados de la cabeza. El lobulo subrostral esta profundamente escotado en su borde
anterior, la boca es casi transversal (Figura 1b); su coloracion es café-parda en la parte dorsal y

vientre blanquecino (McEachran & de Carvalho, 2002).



Figura 1. Género Rhinoptera; a) Vista dorsal, b) vista ventral de 16bulos cefélicos. Tomado de Compagno et
al. (1995).

Los dientes consisten en placas planas dispuestas en seis a nueve hileras, formando la placa dental
en cada mandibula, siendo la hilera media mas grande (McEachran & de Carvalho, 2002; Robertson
& Allen, 2008). En los machos de R. steindacheri este nimero vari6é de cinco a nueve hileras
dentales y en las hembras de siete a diez hileras (Navarro, 2011). Rhinoptera bonasus presenta siete
hileras dentales (McEachran & de Carvalho, 2002) y R. brasiliensis, con nueve hileras dentales
(Bigelow & Schroeder, 1953). Sin embargo, la validez de esta especie estuvo en duda por
Compagno (1999). No obstante, Menni & Stehmann (2000) revalidaron su existencia, basados en

la presencia de individuos con esa caracteristica dental entre Rio de Janeiro y Rio Grande del Sur.

2.2.1. Controversias taxonomicas en Rhinoptera

Con relacion a la morfologia externa, R. brasiliensis se asemeja mucho a R. bonasus, siendo
diferenciadas principalmente por el nimero de filas de la placa dental. Rhinoptera brasiliensis tiene
nueve series de placas dentales con tres hileras centrales grandes, mientras que R. bonasus presenta
siete series de placas dentales y s6lo una fila central (Figura 2). De acuerdo a los datos enumerados
por Bigelow & Schroeder (1953), R. brasiliensis a diferencia de R. bonasus en la placa dental, tiene

una boca mas amplia, mayor distancia entre las fosas nasales y entre los espiraculos que R. bonasus.



a) Rhinoptera bonasus b) Rhinoptera brasiliensis

Figura 2. Caracteristicas de las placas dentales entre Rhinoptera bonasus y R. brasiliensis. Tomado de
McEachran & de Carvalho (2002).

Tambien se ha confirmado la distincion taxondmica entre estas dos especies en las costas de Brasil,
donde estas dos especies son simpatricas, comparando la anatomia de la escapula coracoides y del
cartilago sinarcual cervicotoracica (Afonso & Gallo, 2001), y anatomia del condro neurocraneo

(Gallo-da-Silva et al., 1997).

2.3.  Distribucion y habitos migratorios

Las rayas de este género, son bento-pelagicas y son conocidas por sus migraciones a diferentes
partes del océano, por eso se conocen como oceanddromas. Los entornos en los que se encuentran
son habitats salobres en salinidades que van desde 17 hasta 37 ppt (Neer ef al., 2007) y se asocia
positivamente con los habitats hipoxicos (1-2 mg/L) (Craig et al., 2010). Se encuentran a
profundidades de hasta 72 pies (22 m), son gregarios y pasan la mayor parte del tiempo en la

superficie del agua, lo que las hace faciles de detectar (Blaylock, 1989; 1993).

En cuanto a su distribucion segin Menni & Stehmann (2000), Rhinoptera brasiliensis es una
especie endémica y restringida a la zona del Atlantico Sudoccidental en la plataforma continental
de Brasil, entre Rio de Janeiro y Rio Grande del Sur (Figura 3). Sin embargo, McEachran & de
Carvalho (2002) basandose en las nueve series de placas dentales, documentaron que también ha
sido registrada en Carolina del Norte; Acero & Garzon (1982) lo registraron en las costas del Caribe
colombiano en Isla Salamanca, Magdalena; Castro-Aguirre & Espinosa-Perez (1996) al sur oeste
del Golfo de México en Tuxpan, Veracruz y Lasso-Alcala ef al. (2004) en las costas de Venezuela
en el delta del rio Orinoco, mientras que R. bonasus presenta una mayor distribucion, encontrandose

a lo largo de la plataforma continental, desde Nueva Inglaterra hasta el sur de Brasil (Neer &



Thompson, 2005), incluyendo las aguas costeras del Golfo de México, Trinidad y Tobago,
Venezuela y algunas partes del Caribe (Figura 3). El limite exacto de la distribucion de esta especie
en Brasil es incierto debido a la confusion con R. brasiliensis por tener caracteristicas morfologicas
muy similares y se encuentra en simpatria con R. bonasus entre Rio de Janeiro y Santa Catarina

(Menni & Stehmann, 2000).

Rhinoptera steindachneri es la tinica especie que se distribuye en el Pacifico Oriental Tropical y se
distribuye desde las costas del Golfo de California en México hasta Perti, incluyendo las islas
Galapagos (Bizzarro et al., 2007) (Figura 3). Generalmente se encuentra asociada al bentos sobre
sustratos blandos y algunas veces en arrecifes de coral (Santana-Morales et al., 2004; Bizarro et
al., 2007). Al igual que otras Rhinoptera, realizan extensas migraciones en el este del Pacifico
Norte (Schwartz, 1990; McEachran & Notarbartolo di Sciara, 1995), moviendose hacia el norte a
principios de primavera y hacia el sur en otofio, principalmente en respuesta a las diferencias en la

temperatura del agua (Smith & Merriner, 1987; Blaylock, 1993).
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Figura 3. Distribucion de las rayas del género Rhinoptera en América.



2.4.  Aspectos bioldgicos del género Rhinoptera

Las rayas de este género, presentan dimorfismo sexual, siendo las hembras mas grandes que los
machos. Las hembras tienen un par de ovarios y uteros, en la mayoria de los casos el ovario y ttero
izquierdo se desarrolla por completo en la madurez sexual, siendo el tnico funcional, encontrando
el ovario y utero derecho de tamafio reducido (Fisher, 2010; Palacios-Barreto & Ramirez-
Hernandez, 2010). En los machos, los testiculos son pareados y juntos son funcionales, aunque el
izquierdo es de mayor tamafo que el derecho (Fisher, 2010). La gestacion de los individuos es de

11-12 meses y la fecundacion es interna (Smith & Merriner, 1986; Neer & Thompson, 2005).

Presentan viviparidad aplacentaria con trofonemata uterina, las cuales son microvellocidades
vascularizadas, del Griego troph€ - nutrimento, alimento; némat- hilos, filamentos que secretan
nutrientes histotroficos o “leche uterina”, la cual es ingerida por el embrion o por los filamentos
branquiales externos de los embriones (Wourms, 1981; McEachran & di Sciara, 1995; Hamlett et
al., 1996). Los embriones inicialmente dependen del vitelo cuyos precursores son sintetizados en
el higado materno y transportados por la circulacion sistémica de las células foliculares del ovario

y de ahi al huevo hasta que se agotan (Hamlett ef al., 1996).

2.5. Importancia pesquera

Las rayas, al igual que los tiburones, son particularmente vulnerables a la sobreexplotacion
pesquera debido a su estrategia de ciclo de vida “k”, caracterizadas por presentar crecimiento lento,
madurez sexual tardia, largo ciclo de vida y baja fecundidad (Musick et al., 2000; Stevens et al.,
2000; Dulvy & Reynolds, 2002; Frisk et al., 2002). La combinacion de estos factores lleva a que
las poblaciones naturales impactadas fuertemente por la pesca, presenten un repoblamiento lento y
se requiera muchos afios para su eventual recuperacion (Casey & Myers, 1998; Stevens et al.,

2000).

En México, la pesca de rayas representan alrededor del 30 % de la produccion total nacional, siendo
frecuentes en las capturas representantes las familias Rhinobatidae, Dasyatidae, Gymnuridae y
Myliobatidae (DOF, 2010). En el estado de Sonora (México), las rayas representan el 63.4 % del

total de capturas artesanales de condrictios (Bizarro et al., 2009).



Aunque en la mayoria de los estudios de la pesca artesanal de elasmobranquios en México se han
centrado en los tiburones, por ejemplo, Applegate et al. (1993); Villavicencio-Garayzar, (1996);
Castillo-Geniz et al. (1998), Marquez-Farias (2002, 2005) inform¢é sobre la importancia de los
desembarques de rayas en Sonora y la Peninsula de Baja California, donde los Batoideos son un
componente comun de las pesquerias artesanales de elasmobranquios. Asi mismo, Bizarro et al.
(2007) reportan que en las pesquerias de Baja California y Sonora, la gran mayoria son Batoideos.
Este grupo fue particularmente dominante en los desembarques de verano y también mayor
abundantes que los tiburones durante la primavera. En Campeche, la produccién de rayas (1186 t)
fue similar a la produccion de tiburdn (1023 t) en el periodo de 1997-2008; pero en el periodo 2004-
2008 la produccion de rayas (1082 t) fue el doble de la produccién de tiburones (618 t) (Pérez-
Jiménez, 2011). Esta importancia de los desembarques de Batoideos, sugiere que se ha producido
una importante expansion de la pesqueria dirigida a las rayas, posiblemente motivada por una
reduccion de los desembarques de tiburones y especies de teledsteos tradicionalmente capturados

(Bizarro et al., 2007; Pérez-Jiménez, 2011).

Para el Caribe colombiano antecedentes de pesca muestran que en rayas los datos de captura en los
boletines estadisticos registrados a nivel nacional (INDERENA, INPA, INCODER) indican que
tan solo en los periodos de 1991, 1992 y 1995 al 2000, la produccién anual promedio fue de 17.6
t, dentro de un intervalo de 0.01 a 60.9 t entre dichos afios (Caldas et al., 2009). Correa & Manjarrés
(2004) indicaron que el analisis historico de los desembarcos refleja un decrecimiento considerable
en la composicion por especie y muestran algunos cambios significativos respecto a lo observado
en evaluaciones previas siendo una de las diferencias mas destacadas la ausencia en la evaluacion
del 2000 de los denominados chuchos (R. bonasus y A. narinari) en el listado de principales
especies desembarcadas en la costa Guajira, contrario a lo que sucedi6 en la evaluacion de 1988,

donde aportaron un total de 115 t al desembarco total en dicho afio.

Respecto a R. bonasus, debido a que se alimentan de la fauna benténica y estdn implicados con
frecuencia en la reduccion de los mariscos comerciales a lo largo de la costa atlantica de Estados
Unidos, son considerados como una plaga (Smith & Merriner, 1985; Blaylock, 1992; Peterson et
al., 2001; Myers et al., 2007; Collins et al., 2008). La preocupacién por el impacto de esta especie
sobre la pesca de mariscos comerciales y pastos marinos se ha visto acrecentada por las sugerencias
de que la poblacion de esta especie ha aumentado significativamente en las tltimas décadas, lo que
ha motivado el establecimiento de una pesqueria dirigida a la especie (Schwartz, 1990; Myers et

al., 2007). Datos de pesca de redes de enmalle dentro de aguas estuarinas de Carolina del Norte,



indican que la captura por unidad de esfuerzo (CPUE) de R. bonasus aumenta durante la primavera

y finales de verano/comienzos de otofio (Powers & Gaskill, 2005; NCDMF, 2007).

En México, en la costa de Campeche se presenta en grandes agregaciones y aunque €s poco
utilizada para consumo humano, llega a ser capturada en grandes cantidades de manera incidental
por pescadores que dirigen su esfuerzo sobre Aetobatus narinari, mismas que se consumen frescas
o seco-saladas (Pérez-Jiménez, 2011). En relacién a R. steindachneri, Villavicencio-Garayzar
(1995) informd que ésta era la sexta especie de rayas mas abundante (3,9 %) desembarcada entre
julio y octubre en Puerto Viejo, Bahia Almejas (Baja California Sur). Marquez-Farias (2002)
proporciond la primera informacién detallada sobre las operaciones y actividades especificas para
la pesqueria artesanal de rayas en el Golfo de California y demostro6 la importancia en Sonora como
principal captura de Batoideos a lo largo de la costa del Pacifico de México, siendo R. steindachneri
la tercera especie mas capturada. Bizarro ef al. (2007) indican que los batoideos son un componente
principal de los desembarques a lo largo del Golfo de California y de Bahia Almejas, donde R.
steindachneri constituye una parte sustancial con el 11,4 % del total de capturas de
elasmobranquios en esta region, especialmente durante los meses de verano, y puede ser

comunmente capturada incidentalmente por los arrastres camaroneros.

2.6. Genética en Batoideos

Los marcadores moleculares han demostrando ser muy utiles para determinar las relaciones
filogenéticas entre las especies de elasmobranquios (Dunn & Morrissey, 1995; Kitamura et al.,
1996; Naylor et al., 1997). Los genes mitocondriales son valiosos debido al nimero de caracteres
que proveen para inferir relaciones filogenéticas en elasmobranquios. Tal es el caso del Citrocromo
b (Cit-b), el cual ha sido informativo para definir las interrelaciones entre Carcharhiniformes y
Lamniformes (Martin & Naylor, 1997; Martin et al., 1992; Naylor ef al., 1997). De la misma forma,
el Nicotinamida adenina dinucleotido deshidrogenasa subunidad 2 (NADH2) ha sido util en la
resolucion de las relaciones entre las familias de los Lamniformes (Naylor et al., 1997). El gen del
ARN ribosémico subunidad 12S (12S ARNr) fue 1til para una variedad de niveles taxonomicos y
fue empleado para inferir afinidades filogenéticas del tiburon Megachasma pelagios (Morrissey et
al., 1997) y las relaciones entre los principales linajes de elasmobranquios (Dunn & Morrissey,
1995). En relacion a los genes nucleares, el gen activador de recombinacion 1 (RAG-1) con 2499
pb se ha utilizado para inferir la filogenia molecular de condrictios (Maisey et al., 2004; Naylor et

al., 2005; Vélez-Zuazo & Agnarsson, 2010).



Respecto de las rayas, Lovejoy et al. (1998) con un fragmento del Cit-b, evaluaron las relaciones
filogenéticas de diez especies de las rayas Potamotrygonidae de los rios de América del Sur,
incluyendo la raya marina del género Himantura, sugirieron que estas se originaron en el Mioceno
temprano durante la Gltima incursion marina hacia el Amazonia superior hace 15-23 millones de
afios atras. Con el tiempo, los batoideos han sido incluidos en varias investigaciones de inferencia
filogenetica de vertebrados usando genomas mitocondriales completos (Lim et al., 2015; Poortvliet

etal., 2015)

Existe un interés creciente en la evolucion de batoideos, con una filogenia bien soportada necesaria
para la correcta interpretacion de los estudios comparativos de las estrategias de historia de vida
(Dulvy & Reynolds, 1997), la locomocién (Rosenberger, 2001), la estructura condro esquelética
(Schaefer & Summers, 2005), de conducta (Lisney et al., 2008) y sistemas sensoriales (McComb
& Kajiura, 2008). Rocco et al. (2007) usando genes de ARN ribosémicos subunidades (16S y 18S)
de 15 especies, incluyendo dos milobatidos, recuperaron el apoyo ambiguo para la monofilia de la
familia Myliobatidae. Aschliman (2011) intentd generar una filogenia de batoideos mediante la
secuenciacion de un mayor nimero de taxones (87 especies de mas de 50 géneros) con ayuda de
las secuencias Nicotinamida adenina dinucleotido deshidrogenasa subunidad 2 y 4 (NADH2 y
NADH4), RAG-1, Dominio de la familia sec 1 con adicion de 2 (SCFD2); 3269 pb en total). Luego
Aschliman et al. (2012) trabajaron en una filogenia con los principales grupos de batoideos
existentes, en este estudio se secuencido 14.004 pb del genoma mitocondrial y dos marcadores
nucleares (RAG1 y SCFD2) para 37 taxones, lo que presenté un muestreo denso en la filogenia del

grupo (17/17 familias sensu Nelson, 2006; 22/23 familias sensu Compagno, 2005).

Los intentos de construir una filogenia en el grupo de los batoideos se han orientado a estudiarla en
diferentes niveles; (1) filogenias de nivel superior utilizando morfologia y/o los datos fosiles; (2)
filogenias mas finas centrandose en las interrelaciones dentro de un orden o de la familia, también
basados en datos morfologicos; y (3) analisis moleculares, que abordan generalmente la filogenia
de nivel superior. Uno de ellos se refiere solo a las relaciones filogenéticas entre los principales
linajes de los myliobatoideos, incluyendo una especie para cada una de las cuatro 6rdenes de los
batoideos restantes (Dunn et al., 2003). Poortvliet ez al. (2015) con el uso del genoma mitocondrial
y dos nucleares ayudaron a reconstruir las relaciones evolutivas entre los mobulidos, confirmando
al género Mobula parafilético de acuerdo con estudios previos basados en datos moleculares

(Naylor et al., 2012; Aschliman et al., 2012).



Gran parte del reciente esfuerzo en la sistematica molecular de los batoideos ha sido realizado por
el Consorcio para el Codigo de Barras de la Vida (www.barcodeoflife.org). Los codigos de barras
de ADN fueron desarrollados como un sistema para delimitar e identificar especies que pueden ser
dificiles de distinguir por la morfologia. Tipicamente implica la secuenciaciéon de un fragmento
corto del gen mitocondrial Citocromo oxidasa subunidad I (COI) (Hebert et al., 2003). Se esta
empleando cada vez mas codigos de barras para identificar los peces (Ward et al., 2005, 2008,
2009; Bineesh et al., 2016), incluyendo especies de batoideos previamente no reconocidos

(Yearsley et al., 2008, Holmes et al., 2009; Cerutti-Pereyra et al., 2012; Berthe et al., 2016).

I1l.  ANTECEDENTES

3.1. Evidencias en la filogenia de Myliobatidae

Los estudios basados en la evidencia morfologica han usado la superposicion de conjuntos de
caracteres desde el mismo subconjunto y un nimero limitado de taxones, produciendo sélo una
débil evidencia de apoyo a Gymnura como hermana de Myliobatidae (Aschliman, 2014). Esta
limitaciéon en el nimero de especies se debe en gran parte a la dificultad en la revision fisica de
muchos miembros de la familia, que tienden a ser grandes y pelagicos; incluso partes del animal
tienden a ser demasiado grandes para ser estudiados con ciertas técnicas de estudios morfologicos
(Summers, 2000), lo que ha conducido a una larga historia de confusion taxonéomica (Marshall et

al., 2009).

McEachran & Aschliman (2004) y Aschliman et al. (2012) realizaron una revision exhaustiva y se
admite a Myliobatidae como un grupo monofilético por cinco caracteres, tres de ellos estan
realcionados con el modo de alimentacion y otros dos de cardcter muscular. Representan a
Mpyliobatis como dos unidades taxonomicas separadas a fin de reflejar el polimorfismo dentro del
género, con Myliobatis freminvillei como especie hermana (M. longirostris + todos los demas
Mpyliobatidos incluidos). M. freminvillei quedé hermana de las demas Milobdtidos porque los
antimeros de sus mandibulas no se fusionan en la sinfisis, condicion presente en el grupo externo,

un consenso general de sus filogenias estimadas se resume en la figura 4a.



Sélo un trabajo basado en morfologia recuperd una filogenia sustancialmente diferente, Gonzalez-
Isais & Dominguez (2004), examinaron diez especies de los cinco géneros de Myliobatidae, ademas
de dos Gimnuridos obteniendo una filogenia que identifica a las rayas diablo como hermana de los
demas Milobdatidos. Rhinoptera se presenta como hermana de (Myliobatis + Aetobatus) en lugar de

ser hermana de las rayas diablo (Mobula + Manta) (Figura 4b).

Aschliman (2011) gener6 una filogenia con cuatro genes (NADH2, NADH4, RAG-1, SCFD2; 3269
pb en total), el conjunto de datos incluyo representantes de Aetobatus (una especie), Aetomylaeus
(tres), Manta (uno), Mobula (dos), Myliobatis (tres), Pteromylaeus (uno) y Rhinoptera (uno),
ademas de Gymnura (tres), indicando que Myliobatidae es monofilético y que Rhinoptera es
hermana con Mobula. Gymnura no fue recuperada como hermana de Myliobatidae, sino mas bien
como hermana de Urolophus. Un arbol basado en el consenso general de este estudio molecular se

presenta en la Figura 4c.
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Figura 4. Representacion de la mayoria de las filogenias en la familia Myliobatidae a) datos morfologicos,
McEachran & Aschliman (2004); b) datos morfologicos, Gonzalez-Isais & Dominguez (2004); c) datos
moleculares de Aschliman (2011). Tomado de Aschliman (2014).
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3.2. Origen y diversificacion de Myliobatidae, evidencia fosil.

El registro fosil en Myliobatidae es extenso, con mas de 150 taxones fosiles asignados a la familia
(Cappetta, 1987; Claeson et al., 2010). La mayoria de los taxones extintos son conocidos a partir
de elementos dentales, en particular, las placas dentales grandes y calcificadas de los duréfagos ya
que estos tienden a fosilizarse bien. Los primeros fosiles asignados de forma fiable a Myliobatidae
son del Cretacico superior, encontrandose de forma abundante en el Terciario y algunos fosiles
asignados a un género comun existente en el Eoceno (Maisey, 1984; Kriwet & Benton, 2004;

Underwood, 2006).

Los restos fosiles con morfologia de los dientes muestran linajes mobulidos intermedios entre
duréfagos (trituracion de conchas) y los mobulidos no durdofagos datan del Paleoceno tardio al
Eoceno temprano (58.7 a 47.8 millones de afios, Ma) (Adnet et al, 2012). Datos fosiles,
morfologicos y moleculares, apoyan la hipotesis de que los mobulidos son uno de los grupos mas
relacionados con las Rhinopteras (Nishida, 1990; Lovejoy, 1996; McEachran et al., 1996; Shirai,
1996; Dunn et al., 2003; Carvalho et al., 2004; de McEachran & Aschliman, 2004; Claeson et al.,
2010; Aschliman et al., 2012; Naylor et al., 2012).

Adnet et al. (2012) recuperaron a T Brachyrhizodus como un milobdtido en lugar de como hermano
de rayas diablo (Claeson et al., 2010), T Burnhamia indic6é que era un vastago a los mobulidos, por
la pérdida de la denticién tipo pavimento formado por el empalme de los dientes, un aumento en el
numero de dientes y un aplanamiento en la cara oclusal de la corona del diente; la transicion de
durofago a planctivoro represento un proceso gradual, con un cambio de placas para triturar, a
placas de bandas largas de dientes homodontos evidentes por lo menos en el Oligoceno tardio en T

Mobula fragilis (Adnet et al., 2012).

Aschliman et al. (2012) estimaron los tiempos de divergencia de los Batoidea en su filogenia
molecular, sin embargo, se incluyeron solo cuatro Milobatoideos en el estudio; los autores
emplearon un conjunto de nueve fosiles para la calibracion. T Igdabatis, se utilizé para limitar el
tiempo de divergencia entre Rhinoptera 'y Aetobatus (Claeson et al., 2010). Aschliman et al. (2012)
estimaron que Myliobatidae comenzo a divergir en el Cretacico (aprox. 75 - 66 Ma), mientras que,

Rhinoptera divergido de Mobula aproximadamente entre 15 y 35 Ma, mientras que la topologia



alternativa de Claeson et al. (2010), en la cual T Brachyrhizodusis es hermana a las rayas diablo en
vez de un Milobatido, lo que implica en cambio que esta division se produjo en algin momento en

el Cretacico tardio.

Adnet et al. (2012) estimaron que la divergencia entre estos dos linajes (Rhinopteras/Mobulidos)
fue aproximadamente hace 50 Ma, basado en los dientes del fosil Mobulido mas antiguo t
Burnhamia (59.2 a 47.8 Ma) (Pfeil, 1981; Cappetta, 1985; Woodward, 1889) y en la primera
aparicion de Rhinopteras fosiles. T Burnhamia, es uno de los varios géneros extintos que han sido
comparados o afiliados a Mobulidos, basado en la morfologia de los dientes; sin embargo, todavia
se debaten las posiciones taxonomicas de estos géneros. Los fosiles de + Burnhamia, que incluyen
tres especies extintas, se colocaron originalmente en el género Rhinoptera (Woodward, 1889) pero
mas tarde se atribuyen a un nuevo género entre Mobulidos, basados en una aparente ausencia de
signos de estrés biomecanico en los dientes, como se ve en los dientes de los mobulidos modernos
filtradores (Cappetta, 1975) (Figura 5).
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Figura 5. A: Evolucion probable de la mandibula dentada en Mobulidos, en comparacion con los grupos
hermanos Myliobatinae (milobatidos) y Rhinopterinae (Rhinopteras). A excepcion de los taxones vivos, la
disposicion de los dientes y el numero de caracteres fueron reconstruidos artificialmente con base a la
morfologia de los dientes y las relaciones filogenéticas realizadas en los dientes aislados. B, Las relaciones
filogenéticas, ocurrencias estratigraficas estan representadas como barras verticales; linea discontinua son
registros inciertos. Tomada de Adnet ef al. (2012).

Poortvliet et al. (2015), estimaron la divergencia de Myliobatis californica y Rhinoptera
steindachneri en ~48 Ma, que esta de acuerdo con la aparicion de las primeras Rhinopteras fosiles
entre 56,0 y 33,9 Ma (Cappetta, 1987; 2006), la estimacion de la posterior divergencia entre
Rhinoptera y el linaje de Mobulidos (34,88 a 25,33 Ma) se superpone con una estimacion basada
en el genoma mitocondrial combinada con puntos de calibracion fosil externos al clado Mobula
realizada por Aschliman et al. (2012) (29,9 a 22,6 Ma). Sin embargo, su estimacion fue considerada
por Aschliman (2014) demasiado reciente y estar mas acorde con las estimaciones de Adnet et al.
(2012).

3.3. Datos bioldgico-reproductivos.

3.3.1. Rhinoptera bonasus

Smith & Merriner (1986) realizaron observaciones sobre la biologia reproductiva de esta especie
en la Bahia de Chesapeake, Carolina del Norte, indicando tallas de madurez sexual para machos y
hembras. Neer & Thompson (2005) estimaron la edad y crecimiento, talla de madurez y fecundidad
en el Norte del Golfo de México, determinando que alcanzan la madurez con tallas pequeias y a
edad mas temprana que las especies del oeste del océano Atlantico, observandose aparentes
diferencias regionales en esta variable reproductiva (Tabla 1). Estos estudios sugieren que las
poblaciones de esta especie en el Atlantico y el Golfo de México tienen diferentes historias de vida.
En el verano esta raya es residente temporal en la Bahia de Chesapeake, en mayo migran dentro
del estuario a tener las crias y posteriormente aparearse. A finales de septiembre, migran al sur a

las zonas de invernada, principalmente en la costa Atlantica de Florida (Grusha, 2005).

Para la zona del sureste del Golfo de México, Pérez-Jiménez (2011) estimd parametros
reproductivos con 192 organismos, confirmando longitud de madurez diferente entre el sureste y
el norte del Golfo de México y al parecer también el ciclo reproductivo entre las poblaciones del

sureste del Golfo de México (bienal) y el Atlantico noroeste (anual). Para el Caribe colombiano, en



la peninsula de La Guajira, Palacios-Barreto & Ramirez-Hernandez (2010) registran diferencias en

el nimero de embriones, reportartando la existencias de tres en lugar un embrion (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de las variables reproductivas de Rhinoptera bonasus en distintas regiones. Ancho de
Disco = AD. Para el alumbramiento y la ovulacion: P = principios, M = mediados y F = finales. Tomado y

modificado dePérez-Jiménez (2011).

Variable Atlantico Noroeste Norte del Golfo de México Sureste del Golfo de México Caribe colombiano
(Smith & Merriner, 1986) (Neer & Thompson, 2005) (Pérez-liménez,2011) (Palacios & Ramirez, 2010)

AD 50% de machos (cm) 80-84 64.2 76.4 67.82
AD 50% de hembras (cm) 85-90 65.3 89.1 76.32
Hembra gravida de menor tamaiio (cm) 87 76 88 85
Gestacién (meses) 11-12 11-12 12
Gestacion y vitelogénesis Concurrentes Consecutivos
Ciclo reproductivo Anual Anual Bienal
Alumbramiento F junio-P julio M abril-M mayo M marzo-M junio
Ovulacién F junio-P julio M marzo-Mjunio
Longitud de nacimiento (AD, cm) 32.3-43 33.6-39.5 37.5-43 32-37
Fecundidad 1 1 1 3

3.3.2. Rhinoptera brasiliensis

Las tallas de capturadas de esta especie cerca de la playa en Rio Grande do Sul, en el verano de
1982 a 1985 oscilaron entre 78 - 91 cm de Ancho de Disco (AD) en los machos y de 77 - 102 cm
de AD en las hembras, registrando una hembra gravida de 102 cm de AD. No hay registros de
capturas de los recién nacidos fuera de Rio Grande do Sul, por lo tanto, el nacimiento puede tener
lugar mas al norte. El tamafio al nacer es de aproximadamente 43 a 48 cm de AD (Bigelow &
Schroeder, 1953; Smith & Merriner, 1986), siendo mas grande que la de R. bonasus. Las hembras
gravidas contenian un Unico embrion, como también se ha observado en R. bonasus (Smith &
Merriner, 1986; Neer & Thompson, 2005; Pérez-Jiménez, 2011). En la costa de Rio Grande do Sul
la especie esta presente solo durante el verano, en aguas costeras poco profundas sobre fondo de
arena suave, a profundidades inferiores a 10 metros y de forma esporadica entre 10 a 20 m (Vooren,
1997). La temperatura inferior a esas profundidades es de aproximadamente 22 °C en enero y
disminuye a cerca de 13 °C en agosto (Haimovici et al., 1996). La migracion de verano de la especie

puede estar relacionada con este ciclo estacional de la temperatura.



3.3.3. Rhinoptera steindachneri

La madurez sexual de esta especie ocurre entre los 60 a 76 cm de AD, periodo donde se alcanza el
desarrollo de mixopterigios en machos (n =333) y ovarios en hembras (n = 245), la hembra gravida
de menor tamafio midi6 68 cm de AD, siendo la mediana en 70.2 cm de AD y 69.9 cm de AD para
los machos. La fecundidad fue una cria por hembra para todas las hembras gravidas registradas
(Sonora: 147 individuos; Bahia Almejas: 2 individuos) (Bizarro et al., 2007). El periodo de
gestacion de sus crias es de 11 a 12 meses, presentando neonatos de 38 a 45 cm de AD
(Villavicencio-Garayzar, 1995). Las hembras gravidas se registraron en Sonora durante todas las
estaciones del afio, con la mayor proporcion observada durante la primavera (60.5%, n = 89) y el
menor en verano (1.4 %, n=2). La media del AD en embriones aumento de abril (26.3 cm) a mayo
(30.4 cm) a junio (38.8 cm) durante 1999 y 2000, sin observarse embriones durante julio o agosto

(Bizarro et al., 2007).

3.4. Estudios genéticos del género Rhinoptera

Naylor et al. (2012), trabajaron con 52 ejemplares de Rhinoptera determinando que las identidades
de la mayoria de estos especimenes son dificiles de determinar ya sea con criterios morfolégicos o
moleculares, debido a que la taxonomia del género sigue siendo poco conocida. El analisis de este
trabajo arrojé un grupo compuesto por ejemplares del Golfo de California (R. steindachneri), siete
ejemplares del Golfo de México y uno de Carolina del Norte, identificados originalmente como R.
bonasus. Sin embargo, la configuracion de las placas de los dientes de los ejemplares del Golfo de
México y Carolina del Norte se parecen a los de R. brasiliensis. Desafortunadamente, no tenian
muestras confirmadas del Atlantico Sudoccidental de R. brasiliensis por lo que no fueron incluidos
en el analisis, siendo asi conservada la denominacion de Rhinoptera steindachneri a los individuos
del Golfo de California y se adoptd Rhinoptera cf. steindachneri para los individuos del Golfo de
México y Carolina del Norte (Figura 6). En el mapa de haplotipos (Figura 7) estos dos taxones son
muy similares y conforman un grupo divergente y compacto, compuesto de ejemplares
identificados como R. steindachneri y los organismos con afinidad a R. ¢f. steindachneri. Los
autores sugieren que R. steindachneri no se encuentra sélo en el Pacifico oriental, sino también en
el Golfo de México y posiblemente también al oeste del océano Atlantico y proponen que esta
region puede ser el hogar de dos especies simpatricas de Rhinoptera (R. bonasus y R.

steindachnerri).



Rhinoptera ci. steindachneri Mississippi Gulf of Mexico U.S.A. GN6241 MS05 375 yes
Rhinoptera ct. steindachneri Mississippi Gulf of Mexico Atlantic Ocean U.S.A. GN5850 MS05 440 yes
Rhinoptera cf, steindachneri Mississippi Gulf of Mexico Atlantic Ocean U,S,A, GN5851 MSO05 441 yes
Rhinoptera cf, steindachneri Mississippi Gulf of Mexico U,S.A, GN6220 MS05 49 yes
Rhinoptera steindachneri Baja California Gulf of California Pacific Ocean Mexico GN5214 BJ 192 no
Rhinoptera steindachneri Baja California Gulf of California Pacific Ocean Mexico GN5215 BJ 193 no
Rhinoptera steindachneri Baja California Sur Gull of California Pacific Ocean Mexico GN5243 BJ 283 no
Rhinoptera cl. steindachneri Mississippi Gulf of Mexico U.S.A. GN6231 MS05 298 yes
Rhinoptera cf. steindachneri Florida Indian Pass Gulf of Mexico Atlantic Ocean U,S.A. GN6248 MSO05 497 yes
Rhinoptera cf. steindachneri North Carolina Core Sound Atlantic Ocean U.S.A. GN5456 BNC 3 no
Rhinoptera cf. steindachneri Mississippi Gulf of Mexico Alantic Ocean U.S.A. GN6158 SSC 4 no
Rhinoptera steindachneri Baja California Sur Gulf of California Pacific Ocean Mexico GN5256 BJ 318 no
Rhinoptera steindachneri Baja California Gulf of California Pacific Ocean Mexico GN1625 BJ 595 no
Rhinoptera steindachneri Baja California Sur Gulf of California Pacific Ocean Mexico GN5440 BJ 793 yes
Rhinoptera steindachneri Baja California Sur Gulf of California Pacific Ocean Mexico GN5585 Bl 684 yes

Figura 6. Dendrograma basado en la secuencia de la region del ADNmt NADH?2 del género Rhinoptera, por
el método Neighbor-Joining (NJ), tomado de Naylor ef al. (2012).
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Figura 7. Red de haplotipos por parsimonia para el género Rhinoptera, el color simboliza el fenotipo. Tomado
de Naylor ef al. (2012).

McDowell & Fisher (2013) realizaron un estudio para evaluar la estructura de las Rhinopteras en
las zonas de crianza en la Bahia de Chesapeake y el Golfo de México, sin embargo incluyeron
muestras del Caribe colombiano (cuatro muestras) y de la costa de Brasil (dos muestras de R.
bonasus y cuatro de R. brasiliensis respectivamente), concluyendo que las especies del Golfo de
Meéxico tienen una afinidad genética con secuencias muy similares y en algunos casos, idénticas a
las muestras identificadas como R. brasiliensis, denominandolas R. aff. brasiliensis. Mientras que
algunos ejemplares de las localidades del Golfo de México y el Atlantico, corresponden a R.

bonasus. En la Bahia de Tampa se identificaron 5 de 68 muestras (17%) como R. aff- brasiliensis,



mientras que en Crooked Island, Florida 18 de 42 (43%) de las muestras fueron identificados como
R. aff- brasiliensis. Tomando esto en cuenta, el analisis factorial de correspondencias y un analisis
de componentes principales usando loci de microsatélites, el gen mitocondrial NDH2 y la region
nuclear RAG1, sugieren la presencia de tres grupos distintos: R. bonasus del Golfo de México con
las muestras de la Bahia de Chesapeake, R. bonasus de Brasil con las muestras de Colombia y R.
aff. brasiliensis del Golfo de México con las muestras de R. brasiliensis de Brasil. Sin embargo, no
se tomaron muestras de la parte sur occidental del Golfo de México para este estudio, por lo que la
distribucion de esta especie en el Golfo de México se desconoce y sugieren que posiblemente se

encuentran dos especies de Rhinoptera en el este del Golfo de México.

Para R. steindachneri, se registra el trabajo de Sandoval-Castillo & Rocha-Olivares (2011),
estimaron la divergencia genética del gen del ADN mitocondrial NADH?2 entre las poblaciones de
elasmobranquios pelagicos de Baja California, indicando que los ejemplares del Golfo de
California y la costa del Pacifico de Baja California (CPBC), se caracterizaron por linajes
mitocondriales muy divergentes con tan solo 4 haplotipos. Ribeiro et al. (2012) usando el codigo
de barras del ADN para identificar los peces marinos de la region costera de Sao Paulo, Brasil

registraron la secuencia de R. brasiliensis del gen COL.



IV.  JUSTIFICACION

Las pesquerias de elasmobranquios se han extendido en tamafio e importancia en respuesta a la
reciente disminucion de las poblaciones de peces 6seos y el aumento en la demanda de alimento
(Pratt & Cassey, 1990; Fogarty & Murawski, 1998). El estado de estas poblaciones no seran faciles
de determinar mientras existan vacios de informacion que permitan conocer de forma confiable los
registros de captura, ya que cuando existen, estan incompletos o son considerados como un solo
recurso denominado “rayas o mantas” (Compagno, 1990; Musick et al., 2000; Stevens et al., 2000;
Stevenson ef al., 2008). Si a esto se suma las numerosas controversias taxonémicas sobre la
determinacion de las especies, resulta imprescindible el desarrollo de estudios cientificos en
diversos campos de investigacion, que aporten y complementen las bases de datos a nivel local,
regional y global, haciendo ademas énfasis en especies de mayor vulnerabilidad a amenazas

naturales y/o antropogénicas.

La Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) declard a Rhinoptera
bonasusy R. steindachneri bajo el estatus de “Casi Amenazado” (NT). Mientras que R. brasiliensis,
en el estatus “Peligro de extincion” (EN) (Barker, 2006; Vooren y Lamoénaca, 2004). Esta ultima
categoria se le da a aquellas especies o poblaciones que se consideran que se esta enfrentando a un
riesgo muy alto de extincion en estado silvestre, ya sea por causas antropogénicas, cambios en el

habitat o por cambios graduales del clima (UICN, 2001).

Por esto es importante aumentar los conocimientos acerca de la taxonomia, distribucion y
filogenética de los batoideos de interés comercial, con el fin de aportar a la correcta identificacion
de las especies presentes en las capturas comerciales, a fin de implementar medidas efectivas de

manejo ecologico y pesquero.

Antecedentes de informacion bioldgica como la talla de reproduccion, fecundacion, edad y
crecimiento, evidencias morfoldgicas junto con el uso de marcadores moleculares, han determinado
dos posibles especies de R. bonasus: una a lo largo del Atlantico Occidental y otra en el Golfo de
México (Schwartz, 1990; Neer & Thompson, 2005; Collins et al., 2007; Naylor et al., 2012;
McDowell & Fisher, 2013). De igual forma el uso de marcadores moleculares sugieren que R.
steindachneri no se encuentra solo en el Pacifico oriental, sino también en el Golfo de México y

posiblemente también al oeste del océano Atlantico existiedo una posible simpatria entre R.



steindachenriy R. bonasus en el Golfo de México (Naylor et al., 2012). McDowell & Fisher, (2013)
proponen la presencia de R. brasiliensis al Norte del Golfo de México y al oeste del océano
Atlantico y proponen que esta region puede ser el hogar de dos especies simpatricas de Rhinoptera
(R. bonasus y R. brasiliensis). Esto ha generado una controversia sobre la ubicacion taxonomica y
estatus biogeografico de estas especies, siendo necesario llevar a cabo una revision sistematica del

grupo y asi entender mejor su historia biogeografica y tendencias evolutivas.

Sumado a lo anterior, nuestros esfuerzos de muestreo en el sur occidente del Golfo de México
(Veracruz; Campeche y Quintana Roo), no se registro la presencia de R. bonasus de acuerdo al
caracter diagndstico (placa dental de siete hileras), las muestras recolectadas corresponderian a R.
brasiliensis (placa dental de siete hileras). Al no encontrar dentro del Golfo de México hasta el
momento muestras de R. bonasus y basados en los antecedentes, surge la necesidad de trabajar las

relaciones filogenéticas entre estas y resolver las siguientes preguntas:

(Existen poblaciones divergentes de R. bonasus a lo largo del Atlantico Occidental y otra en el

Golfo de México?

(La presencia de individuos con placa dental de nueve hileras en el Golfo de México pertenecen a
Rhinoptera brasiliensis lo cual representaria una ampliacion en la distribucion de esta especie de

acuerdo a lo reportado en la literatura?

(Las similitud entre los haplotipos de R. steindachneri del Golfo de California con haplotipos de

R. bonasus del Norte del Golfo de México, sustentan el estatus de ambas como especies hermanas?

V. HIPOTESIS

Con base en la caracteristica distintiva de la placa dental de las especies del género
Rhinoptera y en los actuales rangos de distribucion conocidas para las mismas, los
ejemplares recolectados en el Golfo de México poseen las nueve series de placas dentales
similar a la reportada para R. brasiliensis, por tanto los caracteres moleculares confirmaran la

presencia de R. brasiliensis en el Golfo de México y su posible ampliaciéon de distribucion.



VI.  OBJETIVOS

6.1. General

Evaluar la identidad y relaciones filogenéticas de las rayas del género Rhinoptera (R. bonasus, R.
brasiliensis y R. steindachneri) que se distibuyen en América, empleando marcadores moleculares
del ADN mitocondrial (NADH2, COI, Cit-b) y del ADN nuclear (RAGI1) e identificar sus

relaciones genealdgicas de los haplotipos y su asociacion con la distribucion geografica

6.2. Especificos

v Determinar la historia evolutiva y las relaciones genéticas entre las especies del género
Rhinoptera y en particular aquellas que se distribuyen en el Pacifico Oriental y el Atlantico

occidental.

v' Determinar las distancias genéticas que permitan identificar las distintas especies de

Rhinoptera.

v" Determinar las relaciones genealdgicas de los haplotipos y su asociacion con la distribucion

geografica.

v' Estimar los tiempos de divergencia que permita inferir la cronologia de los eventos de

vicarianza y dispersion entres las especies del género Rhinoptera.



VIl. DISENO METODOLOGICO

7.1. Area de Estudio

Los muestreos se realizaron en el Pacifico oriental mexicano, Golfo de México y Caribe
colombiano, estos son considerados como zonas de captura y desembarco de las especies

Rhinoptera (Tabla 2) (Figura 8).

Tabla 2. Informacion de las muestras de tejido de las especies Rhinoptera. Numero de individuos (N), Caribe

colombiano (Cc), Golfo de México (GM), Pacifico Oriental (PO).

Fecha N Sitios Localidad Region Latitud Longitud

oct-12 10 Manaure Guajira Cc 11.804389 -72.491382
jun-13 28  Chachalacas Veracruz GM  19.439484 -96.324097
abr-14 30  Seybaplaya Campeche GM  19.641109 -90.690445
dic-14 5 Tecolutla Veracruz GM  20.481918 -97.00867
abr-15 4 Tamiahua Veracruz GM  21.267888 -97.443866
ago-14 6 Mazatlan Sinaloa PO  23.183231 -106.425966

2

2

oct-14 Puerto Madero  Chiapas PO  14.740593 -92.446495
nov-14 Salina Cruz Oaxaca PO 16.146278 -95.182816

108°W 103°W 98°W 93°W 88°W 83°W  T78°W 73°W 68°W 63°W

Sitios de muestreo

@® Chachalacas, Tecolulta y
Tamiahua (Veracruz)

- @ Seybaplaya (Campeche)

| @ Manaure (Guajira)

@ Mazatlin (Sinaloa)
Salina cruz (Oaxaca)

@ Puerto madero (Chiapas)

9°5 6°5 3°S 0° 4°N B°N 12°N 16°N 20°N 24°N 28°N 32°N 36°N

Figura 8. Sitios de muestreo de las especies del género Rhinoptera.



7.2. Trabajo de campo

En cada sitio se tomaron muestras de tejido muscular, siendo preservadas en viales con alcohol
etilico absoluto y mantenidas en congelacion hasta su analisis en el Laboratorio de Genética de

organismos acuaticos del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICMyL) de la UNAM.

7.3. Trabajo de Laboratorio

7.3.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendémico total se realiz6 utilizando los reactivos y el protocolo del Wizard
® Genomic DNA Purification Kit, de la marca PROMEGA, especificamente se uso6 el protocolo

disefiado para extraccion de ADN procedente de tejido animal.

7.3.2. Amplificacién de ADN mediante la técnica de PCR

En el presente estudio se utilizaron tres genes del ADN mitocondrial (COI, Cit-b, NADH2
ADNmt) y uno del ADN nuclear (RAG-1 ADNn). Los iniciadores utilizados para su amplificacion

se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Iniciadores utilizados para la amplificacion de los tres genes mitocondriales y uno nuclear en

Rhinoptera.

Iniciador Secuencia 5°- 3 Referencia
Fish1F: TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC  Ivanova et al.

col FishlR: TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA (2007)
] RbCit-bF: GGCCTHTTYCTRGCTATACACTACAC McDowell &
Cith RbCit-bR: AGGGRTGGAATGGRATTTT Fisher (2013)
RhinND2F1: GAACCCYTTAATCCTCTYCATC  McDowell &

NADH2 . )

RhinND2R2: TATRGGGGTTAATGGRAGRAG  Fisher (2013)
RAGI RhinRAGIF: CACTGAAGTGGGAATAATAGATG  McDowell &

RhinRAGIR: TTATCGAGCATTGCTTGCC Fisher (2013)




Para la amplificacion por medio de la reaccion de cadena de la polimerasa, conocida como PCR

(por sus siglas en inglés), la mezcla de reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 15 pl, se

utilizaron los reactivos de la marca INVITROGEN™ y Dream taq DNA Polymerase (Tabla 4). Las

PCRs se realizaron en un Termociclador de Gradiente de ultima generacion Modelo T100 Touch

de 96 pozos Marca Bio-Rad y las condiciones de las amplificaciones para los diferentes iniciadores

fueron de acuerdo a los programas de la Tabla 5.

Tabla 4. Mezcla de reaccion para el PCR.

IN%?I&?)V(EEN 1 X (nD Reactivo Dream taq (lllﬁ
Agua estéril 11.805 Agua estéril 12.7
Buffer 10X 1.5 10X DreamTaq Buffer 1.5
MgCI2 3 mM 0.9 dNTPs 2mM 0.12
dNTPs 0.8 mM 0.12 Primer F 1 pM 0.15
Primer F 1 pM 0.15 Primer R 1 pM 0.15
Primer R 1 pM 0.15 DreamTaq Polymerase 0.016 U 0.08

Taq polimerasa 0.015 U/ul 0.075

ADN (muestra)

0.36

ADN (muestra)

0.36

Tabla 5. Condiciones del programa utilizado para la amplificacion de los fragmentos de los genes COI, Cit-

b, NADH2 y RAG 1.

Gen Desna.t u.r z}llzac10n 1.\10' Desnat. Hibridacion Extension Extension Finalizacion
inicial Ciclos final
2 min 30 seg 1 min 1 min 10 min 00
col 95°C 33 94°C 54°C 72°C 72°C 4°C
. 3 min 1 min 1 min 1 min 7 min 0
Cit-b 94°C 33 94°C 56°C 72°C 72°C 4°C
3 min 30 seg 30 seg 1 mi 30 seg 7 min o0
NADH2 94°C 33 94°C 50.6°C 72°C 72°C 18°C
RAG 1 15 min o 30 seg 1 min 1 min 7 min 00
95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 4°C




Una vez amplificados los fragmentos tanto de ADNmt como el ADNn, estos fueron visualizados
en geles de agarosa al 1%. Si los fragmentos se amplificaron adecuadamente, se procedio a la

secuenciacion.

7.3.3. Secuenciacion.

Los fragmentos de ADNmt como el ADNn amplificados en la PCR fueron enviadas a la empresa
Htseq de Washington, donde fueron purificados y secuenciados mediante el método Sanger en un
secuenciador ABI 3730xl. Los datos fueron revisados y editados para cada gen, analizando
manualmente los electroferogramas de cada secuencia para verificar cualquier error en la lectura
de los nucleotidos utilizando el programa BioEdit 7.01 (Hall, 1999). Las secuencias se alinearon
mediante el programa MUSCLE 3.7 (Robert, 2004). El contenido informativo del alineamiento se
representd mediante su sequence logos a través de Weblogo 2.8.2 (Schneider & Stephens, 1990;
Crooks et al., 2004), para determinar de manera grafica las posiciones variables y su frecuencia (en
bits). Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), para verificar su porcentaje de identidad

con las especies mas relacionadas y cantidad de bases similares.

7.4. Andlisis de datos

Ademas de las secuencias obtenidas en este estudio, se analizO secuencias encontradas en el
GenBank de otras especies del mismo género Rhinoptera y como grupo externo se utilizo
secuencias de la especie Mobula japanica, sugerido por (Aschliman et al., 2012; Adnet et al., 2012;

Poortvliet et al., 2015) (Tabla 6).



Tabla 6. Secuencias de GenBank de las especies del género Rhinoptera y Mobula japanica utilizadas en este

estudio.
Especie Localidad Pais GEN Acceso GenBank Referencia
. JX241049, 1X241050.
Rhinoptera bonasus i ; ; f , .
inoptera bonasus Bahia de Chesapeake y Florida ~ Estados Unidos Col 1X241051, 1X241052 McVeigh et al. (2014)
. KF245598, KF245597
Rhinoptera bonasus Bahia de Chesapeake Estados Unidos COI ’ ’ Bade et al. (2014)
KF245596
. JX241053, 1X241054.
Rhinoptera b . . . . 3 s . ]
inoptera bonasus Bahia de Chesapeake y Florida ~ Estados Unidos Cit-b 1X241055, KM593339 McVeigh et al. (2014)
Rhinoptera bonasus Carolina del Norte Estados Unidos NADH?2 JQ518919 Naylor et al. (2012)
Rhinoptera bonasus Estados Unidos RAG1 AY 949029 Horman et al. (2005)
Rhinoptera cf. bonasus Senegal, Oceano Atlantico Africa NADH2 JQ518923 Naylor et al. (2012)
Rhinoptera brasiliensis Sao Paulo, Brasil Brasil COIl JX124888 Ribeiro et al. (2012)
Rhinoptera steindachneri México (¢(0) IN184076 Aschliman et al. (2012)
Rhinoptera steindachneri Golfo de California Meéxico NADH2 JQ518918 Naylor et al. (2012)
R . R . .. HQ540559, HQ540560,  Sandoval-Castillo & Rocha-
Rhinoptera steindachneri Golfo de Calif M NADH2
P oo e Catlfomia exico HQ540561 Olivares (2011)
. . . . . . Sandoval-Castillo & Rocha-
Rhinoptera steindachneri ~ Costa Pacifica Baja California Meéxico NADH2 HQ540562 andova’=Lastiio & Rocha
Olivares (2011)
Rhinoptera steindachneri Negombo Sri Lanka RAG 1 KM364982 Poortvliet et al. (2015)
Rhinoptera cf. steindachneri Mississippi, Golfo de México ~ Estados Unidos NADH2 JQ518921 Naylor et al. (2012)
Rhinoptera javanica Sandakan Malasia (¢(0) KMO073013, KM073014 Lim et al. (2015)
Rhinoptera javanica Queensland, Golfo de Carpentaria Australia (¢(0)] DQ108133 Ward et al. (2005)
Rhinoptera javanica Vietnam NADH2 JQ518924 Naylor et al. (2012)
Rhinoptera javanica Mar Rojo Arabia Saudita NADH2 KM396924 Spaet & Berumen (2015)
Rhinoptera jayakari Sandakan Malasia COIl KMO073015 Lim et al. (2015)
KF899683, KF899680,
Rhinoptera jayakari India (¢(0) KF899682, KF899679, Bineesh et al. (2016)
KF899681
. . . KJ659875, KI659876.
Rhinoptera jayakari Mar Rojo Arabia Saudita NADH2 i ? Bogorodsky et al. (2014)
KJ659877
Rhinoptera jayakari Golfo de Tailandia Tailandia NADH2 JQ518917 Naylor et al. (2012)
Rhinoptera neglecta Queensland, Golfo de Carpentaria Australia NADH2 JQ518920 Naylor et al. (2012)
. . . COIL, NADH2, .
Mobula japanica Oceano Pacifico central Cit-b,RAG 1 JX392983 Poortvliet et al. (2015)

Se utilizé el programa jModelTest (Darriba et al., 2012) para buscar el mejor modelo evolutivo que

describe cada conjunto de datos. Se tuvo en cuenta los resultados obtenidos mediante la aplicacion

del Criterio de Informacion de Akaike corregido (AICc por sus siglas en inglés).

Utilizando el programa DnaSP 5.2 (Librado & Rozas, 2009), se determinoé los estimadores de

diversidad genética por especie para los genes trabajados, nimero de haplotipos (4), nimero de

sitios polimorficos (s), diversidad haplotipica (%) y nucleotidica (7).

El modelo evolutivo de Kimura 2 parametros “K-2P” (Kimura, 1980) se utiliz6 para estimar la

divergencia evolutiva entre secuencias y pares de secuencias dentro y entre grupos basandose en

los cuatro marcadores. Para ello se ha utiliz6 el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013).



7.4.1. Métodos para inferir filogenias

En este trabajo, luego de definir el modelo de evolucion, se utilizaron los tres métodos comunmente
utilizados para inferir filogenias para la reconstruccion de la historia evolutiva del género en
estudio: maxima verosimilitud (MV), inferencia bayesiana (IB), asi como también Maxima

Parsimonia (MP).

7.4.1.1. Andlisis basados en el criterio de parsimonia

El concepto de Maxima Parsimonia (MP) sostiene que ante dos hipotesis evolutivas es mas
probable que sea cierta aquella que implique menos cambios evolutivos. En este trabajo se utilizd
el programa PAUP v4.0 b10 (Swofford, 2003) para inferir las filogenias segin MP. El algoritmo
utilizado para la busqueda del arbol mas parsimonioso o de menor longitud fue de tipo heuristico.
El método que su utilizd para la busqueda del arbol mas parsimonioso, fue por medio de la
reconexion y biseccion del arbol o TBR (por sus siglas en inglés: Tree Bisection Recombination),
con adicién aleatoria de taxa al arbol inicial (1000 réplicas). El arbol de consenso se determind con
base en los valores calculados de los indices de consistencia y de retencion, considerados como
medida de la homoplasia presente en el conjunto de datos (valores cercanos a 0 implican un alto
grado de homoplasias, mientras que valores cercanos a 1, representan pocas homoplasias). Por
ultimo, el soporte de los nodos fue determinado a través del estimador de re-muestreo hoostrap no

paramétrico con 1000 seudoréplicas.

7.4.1.2. Andlisis basados en el criterio de verosimilitud

El método de Maxima verosimilitud (MV) busca el arbol mas probable a partir de un conjunto de
datos basados en diferentes hipotesis evolutivas y de un modelo dado de evolucion. Solo la hipotesis
con maxima verosimilitud es seleccionada. En este trabajo, se gener6 un arbol con en el programa
RAXML-HPC v.8 on XSEDE (Stamatakis, 2014). Este analisis se utilizo 1000 réplicas bootstrap y
el modelo de sustitucion asignado fue GAMMA.



7.4.1.3. Andlisis mediante inferencia bayesiana.

La Inferencia Bayesiana (IB) esta basada en el concepto de probabilidad posterior (PP) para cada
uno de los nodos, se define como la probabilidad de que una determinada hipotesis sea correcta
estableciendo el modelo de evoluciéon y un conjunto de datos observados. En el caso de
probabilidades posteriores, se considera que un nodo en particular es fiable cuando su probabilidad
posterior es superior a 0.95. Es por ello que se utiliza una simulaciéon técnica llamada cadena
Markov Monte Carlo (MCMC) para tener una aproximacion de la distribucion de frecuencias de la
PP. Los analisis de IB se realizaron de forma particionada con Mrbayes 3.1 (Huelsenbeck &
Ronquist, 2001), donde se utilizé un modelo que contempld tasas de cambio diferentes para cada
posicion del codon en la secuencia de cada gen (Tabla 7). La seleccion del mejor modelo para cada
posicion en este analisis se realizo con el programa jModelTest (Darriba et al., 2012), utilizando el
criterio Bayesian Information Criterion (BIC), como principal parametro para la eleccion del
modelo. La corrida se realizo utilizando 50.000.000 de generaciones. Para evaluar el punto de
convergencia de las cadenas durante el proceso de busqueda se utilizé el programa Tracer v 1.5
(Rambaut & Drummond, 2007). En este caso se eliminé el principio del muestreo, ya que los
valores de verosimilitud son cambiantes y van en aumento; esta rutina es conocida como burn-in'y
consistid en eliminar el primer millébn de generaciones en el muestreo, obteniendo con ello

topologias con valores casi idénticos de verosimilitud.

Tabla 7. Parametros utilizados para cada posicion del codon de las secuencias particionadas para cada gen,

mediante el criterio inferencia Bayesiana (BIC)

COl Cit-b ND2 RAG1
BIC nst BIC nst BIC nst BIC nst
Codon Pos 1 K80+G 2 K80 2 K80 2 F81 1
Codon Pos 2 F81 1 F81+1 1 F81 1 F81 1
Codon Pos 3 GTR 6 HKY 1 GTR 6 K80 2

7.4.1.4. Andlisis a partir de multiples genes.

Frecuentemente, las relaciones entre las especies estan poco resueltas cuando se reconstruye una
filogenia a partir de un solo gen. Una manera muy util de afrontar esta dificultad es aumentar el

conjunto de datos agrupando o concatenado la informacion contenida de diferentes genes.



Para este trabajo se utilizé un super alineamiento de multiples genes para obtener la filogenia mas
robusta de las especies. En todos estos andlisis los datos fueron particionados indicando donde
comienza y termina cada gen a fin de mantener el modelo de evolucion correspondiente de cada
gen, las tasas y la composicion de cada caracter sobre cada conjunto de datos. Los super
alineamientos fueron analizados mediante MP, IB y MV usando los programas PAUP, Mr Bayes y

RAXML respectivamente.

7.4.2. Redes de haplotipos.

En los estudios donde se explora la variacion en secuencias de ADN a nivel intraespecifico, otro
tipo de representacion grafica diferente a los arboles filogenéticos son las redes de haplotipos,
también llamadas networks (Mardulyn, 2012). Una red de haplotipos es una generalizacion de
arboles filogenéticos que permite la representacion de varios arboles simultaneamente en un tnico
diagrama (Eslahchi ef al., 2010), que a menudo representan las relaciones entre las secuencias mas
claramente que los arboles, en parte porque no limitan las conexiones al modo de visualizacion
lineal y bifurcante que se utiliza en los arboles (Posada & Crandall, 2001). Las redes tienen la
ventaja, respecto de los arboles, que en ellas se muestra el nimero de cambios de bases entre las
secuencias (Teacher & Griffiths, 2012). Una red esta constituida basicamente de nodos y sus
conexiones. Los nodos representan las secuencias analizadas o bien secuencias hipotéticas
requeridas para conectar las secuencias analizadas (vectores medios), y las conexiones representan

las diferencias mutacionales entre los nodos.

Para evidenciar las relaciones genealogicas entre los haplotipos hallados se construy6 una red de
haplotipos mediante el algoritmo "median joining network" implementado en el programa Network

4.6 (Bandelt ef al., 1999) con las opciones por defecto.

7.4.3. Estimacion de tiempos de divergencia

7.4.3.1. Evaluacion del reloj molecular

Dado que en muchos casos los genes o linajes parecen no estar de acuerdo con la hipotesis del reloj
molecular, para poder estimar tiempos de divergencia es fundamental verificar primeramente si las

secuencias de ADN estan evolucionando de acuerdo con esta hipotesis (Schneider, 2007).



Como la hipotesis del reloj molecular asume que las tasas de sustitucion entre las ramas de una
filogenia son homogéneas, es factible aplicar una prueba de razon de verosimilitud (del inglés
Likelihood Ratio —LR— o Likelihood Ratio Test -LRT—) para comparar valores generados por un
analisis de maxima verosimilitud (MV) en dos situaciones diferentes, relajando y forzando el reloj
molecular. Los modelos de sustitucion, en ambos casos, seran los mismos difiriendo so6lo en la

opcidn del reloj molecular (Schneider, 2007).

Asi, dado un arbol filogenético de secuencias y un modelo de sustitucion nucleotidica, se computa
la verosimilitud asociado al &rbol. Posteriormente, la verosimilitud promedio del arbol es obtenido,
bajo la suposicion de sitios independientes, al multiplicar la verosimilitud (o, equivalentemente,
sumando los logaritmos de sus verosimilitudes) para todos los sitios (Battistuzzi et al., 2011). Este
calculo se realiza dos veces, permitiendo diferentes tasas entre las ramas del arbol y bajo el supuesto
de tasa constante, indistintamente de cual se compute primero. Finalmente, se calcula el LR, que
sigue aproximadamente una distribucion de y-cuadrado con n (numero de taxa en la filogenia)

menos dos grados de libertad (Felsenstein, 1981), de acuerdo a la siguiente formula:
LR=2 |InL - InLC]|

Donde LC representa el valor obtenido para la hipotesis nula bajo la suposicion de tasa constante
(p-e. reloj forzado) y L el valor de verosimilitud bajo la hipdtesis alternativa (p.e. reloj relajado).
Vale aclarar que como la suposicion de un reloj molecular s6lo asume una tinica tasa de sustitucion,

esta constituye la hipdtesis nula por ser la opcion mas simple.

Para el analisis del reloj molecular mediante la prueba de razéon de verosimilitud global, se
utilizaron las 14 secuencias provenientes del alineamiento del gen COI (una o dos representativo
de cada localidad). Mediante PAUP v4.0 b10 (Swofford, 2003) se realizaron dos corridas de MV,
relajando y forzando el reloj molecular, respectivamente. Para el analisis el modelo 6ptimo de
sustitucion nucleotidica fue evaluado con jModelTest (Darriba et al., 2012) seleccionado segiin un
Criterio de Akaike corregido (AICc). Finalmente, a partir de los valores de verosimilitud obtenidos
se realizo el célculo de la razon de verosimilitud de acuerdo a la formula mencionada més arriba.
El valor critico a un nivel de significancia p = 0.05, se obtuvo revisando en una tabla de distribucion

y-cuadrado con grados de libertad (gl = 12).



7.4.3.2. Calibracion del Reloj molecular

El reloj molecular es una técnica para datar la divergencia de dos taxones (Bromham & Penny,
2003) y es una herramienta importante en la sistematica molecular. Para ello se construyeron
arboles con procedimientos bayesianos llevados a cabo con el programa BEAST v2.3.3 (Bouckaert,
2014) para el conjunto de datos obtenidos en el presente trabajo, se empled el gen COI ocupando
un modelo evolutivo Hasegawa—Kishino—Yano (HKY + I). Los andlisis fueron corridos asumiendo
un reloj molecular relajado con una tasa log-normal (Drummond et al., 2006) y el Modelo de
especiacion Yule. Las cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) fueron corridas con 50.000.000
generaciones. El tamafo efectivo de la muestra (ESS) para las estimaciones de los parametros y la
convergencia se reviso utilizando el programa Tracer v 1.6 (Rambaut & Drummond, 2007). Las
estimaciones de las divergencias temporales y los intervalos superiores e inferiores al 95 % de las
densidades posteriores mayores (HPD) de estos parametros al igual que las medias, fueron también
estimados con el programa Tracer v 1.6. El arbol final se estim6 en TreeAnnotator v 2.3.3 (Rambaut

& Drummond, 2007) y visualizado en FigTree v. 1.4.2.

En este trabajo, se implement6 un punto de calibracion con base en el registro fosil de Rhinoptera,
que se extiende desde 60 a 50 Ma (Cappetta, 2012), con una distribuciéon normal y el percentil 95
% de la distribucion. Se tomo solamente la informacion que brindan los arboles basados en COI,
dado que es en estos analisis es donde se puede observar la mayor cantidad de especies y se incluyo

como outgroup a Mobula japanica y Myliobatis californica.



VIII.  RESULTADOS

Los individuos recolectados en el Golfo de México (Veracruz, Campeche y Quintana Roo)
presentaron nueve series de placas dentales con tres hileras centrales grandes (Figura 8). El analisis
de las mandibulas sugiere que las especies que se distribuyen en el Golfo de México, en costas
mexicanas desde Tamihaua, Veracruz a Chuquild, Quintana Roo, tienen una afinidad morfologica
cercana a R. brasiliensis. En el clado formado con COI se observa que los ejemplares del Golfo de
Meéxico se agruparon con la secuencia de R. brasiliensis de Sao Paulo, Brasil. Ademas los
ejemplares del Golfo de México mostraron una configuracion de las placas dentales idénticas a R.
brasiliensis (nueve hileras), por esta razon se identificaron como R. brasiliensis GM (Golfo de

México).

Figura 8. Mandibulas recolectadas en el Golfo de México. A. Chachalacas, Veracruz. B. Seybaplaya,
Campeche

Los estimadores de diversidad genética para las secuencias de ADNmt variaron entre region
mitocondrial analizada y especie. La region mitocondrial COI present6 la mas alta diversidad

haplotipica (%), pero los valores mas altos por especie de diversidad haplotipica (2 =1.000) se



presentaron con el gen NADH2. Similarmente el gen mitocondrial NADH2, present6é el mayor

valor de diversidad nucleotidica (m). Los individuos de R. bonasus del Caribe colombiano

obtuvieron un valor alto de diversidad haplotipica (/) y nucleotidica () con respecto a las demas

especies para Cit-b y RAG 1. Asi mismo, R. steindachneri del Golfo de California present6 el

mayor nimero de sitios segregantes (s), mientras que R. brasiliensis tuvo en general valores bajos

de diversidad para todos los marcadores y estimadores, pese a ser la especie con mayor niimero de

muestras analizadas (Tabla 8).

Tabla 8. Estimadores de diversidad genética por especie para algunos genes de ADNmt y ADNn. Numero de

secuencias (n), nimero de haplotipos (4), nimero de sitios polimoérficos (s), diversidad haplotipica (%) con

desviacion estandar y nucleotidica (1) con desviacion estandar.

COI Cyth NADH2 RAG1

Especie n As hztsd x=sd nAs h=sd n=sd nAs hxsd m=sd _InAs h=sd mxsd
R bonasus Col 8 3 2 0.750%0.096 0.002120.0003] 9 7 35 0.944:0.070 0.006420.0006 4 2 2 0.50020.265 0.001120.0006] 2 2 3 1.00020.500 0.00370.0018
R bonasus ANte 7 4 3 0.71420.181 0.0036:0.0003' 3 2 1 066720.314 0.001520.0007 2 1 0 0.00020.000 0.0000=0.0000
R brasiliensis 19 2 1 0.51520.052 0.001020.0001023 3 1 0.435%0.111 0.001020.0002§13 2 2 0.15420.126 0.000320.0003J11 1 0 0.000:0.000 0.000=0.000
R stetndackhweriPM 5 3 1 0.800:0.164 0.0020:0.0005§6 1 0 0.000:0.000 0.0000:0.00000 6 2 2 0.33320.215 0.00070.00035

R stetdachreriGC 5 5 52 1.00020.126 0.0260.0085

R jayakari 6 3 4 0.600%0.215 0.0026%0.0013 4 2 9 0.500x0.265 0.005620.0030

R javanica 3 2 1 0.66720.514 0.0lil:ﬂ.méil 2 2 4 1.000:0.500 0.00470.0023

Total 49

75 0.91120.024 0.046320.0031]41

13 37 0.8040.055 0.0357+0.0023]3% 17 203 0.8620.043 0.058620.0055J17 6 27 0.58820.135 0.007420.0022

8.1. Andlisis basado en COI

Para esta region génica del género Rhinoptera se logré la amplificacion de un un fragmento de 496

pares de bases (pb) y comprendié 50 secuencias, de las cuales 31 provienen de individuos

recolectados en las diferentes localidades y 19 secuencias disponibles en el GenBank (Tabla 9).



Tabla 9. Secuencias de las especies del género Rhinoptera utilizadas en este estudio con el gen mitocondrial

COI. Numero de secuencias (n).

Especie localidad n Identificaciéon Procedencia
R. brasiliensis Campeche, Golfo de México 8 RbCam Este estudio
R. brasiliensis Veracruz, Golfo de México 10 RbVer Este estudio
R. steindachneri Mazatlan, Pacifico mexicano 2 RsMaz Este estudio
R. steindachneri ~ Oaxaca, Pacifico mexicano 2 RsOax Este estudio
R. steindachneri  Chiapas, pacifico mexicano 1 RsCh Este estudio
R. bonasus Guajira, caribe colombiano 8 RbCol Este estudio
JX241049,JX241050,
P JX241051, JX241052
R. bonasus Atlantico Norte 7 Rbon KF245598 KF245597
KF245596
R. brasiliensis Sao Paulo, Brasil 1 RbraSao 1X124888
R. steindachneri Golfo de California 1 Rstgb IN184076
KMO073015,KF89963
R. jayakari Mar Rojo 6 Rjay KF899680,KF899682
KF899679,KF899681
' ' ' 3 Rjav KMO073013,KM0731
R. javanica Indonesia DQ108133
Mobula japanica  Oceano Pacifico central 1 Mobula JX392983

Las comparaciones mediante BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (Nacional
Center for Biotechnology Information) de las secuencias de nucledtidos del gen COI de las
muestras de Campeche y Veracruz obtenidas en este estudio tienen una mayor e igual proporcion
de identidades encontradas con R. brasiliensis, mientras que las muestras de Colombia, Mazatlan,
Chiapas y Oaxaca obtuvieron una mayor proporcion de identidades encontradas en el BLAST con

R. bonasus. El modelo de evolucion que mejor se ajusto a este juego de datos segin el jModel Test
fue HKY+L

Los valores de divergencia intraespecifica estimados a partir del COI oscilé entre 0.001 (R.
brasiliensis, Golfo de México) y 0.014 (R. javanica) (Tabla 10). Para las especies o linajes que
estuvieron representadas mediante una sola secuencia, la divergencia intraespecifica no se pudo
calcular (Tabla 10). Los valores interespecificos fluctuaron entre 0.001 (R. brasiliensis, Golfo de
Meéxico vs R. brasiliensis, Sao Paulo) y 0.150 (R. javanica vs R. bonasus, Atlantico Norte) y

(Mobula japanica vs R. javanica) (Tabla 10).



Tabla 10. Distancias genéticas para el género Rhinoptera calculadas a partir del modelo K-2P con el gen
mitocondrial COI. Valores en color rojo de la tabla, son las distancias intraespecificas. De la diagonal hacia
abajo se muestran las distancias interespecificas. Colombia (Col), Brasil (Br), Golfo de México (GM),

Pacifico mexicano (PM), Atlantico Norte (ANte).

Especies R. boCol R.braBr R.brGM R.stPM R. boNte R.stGC R.jay R.jav Mobula
R. bonasus Col 0.002
R. brasiliensis Br 0.075 -

R. brasiliensis GM 0.073 0.001 0.001
R. steindachneri PM  0.015 0.071 0.069 0.002

R. bonasus ANte 0018 0072 0071 0015  0.003

R. steindachneri GC ~ 0.069  0.004  0.005  0.065  0.066 -

R. jayakari 0078  0.034 0033 0074 0.129 0033 0.003

R. javanica 0.100  0.103  0.101  0.095 0.150 0.096 0.089 (.014
Mobula japanica 0.134  0.134 0133  0.144  0.33  0.33 0.129 0150

De los diferentes métodos para inferir filogenias (MP/MV/IB), la topologia mejor soportada por
sus valores de apoyo a las ramas fue la Inferencia Bayesiana (Apéndice 3). No obstante, las tres
topologias concuerdan con una estructura compuesta por dos grupos principales (Apéndices 1 y 2);
el primero compuesto por el 93 % y 61 % bootstrap (BT) y 0.99 Probabilidad Posterior (PP)
presentando tres clados. El primero coloca a R. bonasus del Caribe colombiano y R. steindachneri
del Pacifico mexicano como especies hermanas con el 74 % y 62 % de soporte BT (MP y MV) y
el 0.99 de PP (IB), mientras que las secuencias de R. bonasus que corresponden al Atlantico Norte,
obtenidas del GenBank formando otro clado soportado (70 % y 76 % BT, 0.61 PP) y aparentemente
es parafilético con respecto al clado anterior (R. bonasus + R. steindachneri), mientras que el tercer
clado corresponde a las secuencias de R. javanica del GenBank (Figura 9). El segundo grupo (con
un soporte del 93 % y 89 % de BT (MP y MV) y 0.99 PP (IB)) conformado por dos clados, el
primero con el 69 % y 96 % de soporte BT (MP y MV) y el 1 de PP (IB) formado por las muestras
de las localidades de Campeche y Veracruz (Golfo de México), en el mismo clado se agrupan las
secuencias obtenidas del GenBank de R. brasiliensis de Sao Paulo, Brasil y la secuencia de R.
steindachneri del Golfo de California, mismas que aparecen como especies hermanas con R.

Jjayakari que forman el segundo clado (Figura 9).
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Figura 9. Arbol filogenético del gen COI del ADNmt del género Rhinoptera. Las secuencias en colores
indican que provienen del GenBank. Los valores son los soportes de Bootstrap calculados con 1000 réplicas
(MP/MYV) y Probabilidad Posterior (IB).



Con la red de haplotipos las relaciones que se presentan con las localidades de la distribucion de
las especies del género Rhinoptera apoya la validez de las agrupaciones realizadas en la topologia
del arbol, donde se observa que los ejemplares de R. brasiliensis del Golfo de México (Campeche
y Veracruz) comparten el mismo haplotipo con R. brasiliensis disponible en GenBank de Sao
Paulo, Brasil (Figura 10), también se observa a los individuos recolectados de R. steindachneri en
el Pacifico oriental mexicano (Mazatlan, Oaxaca y Chiapas), muestran una amplia divergencia con
respecto a las secuencias de R. steindachneri disponibles en GenBank del Golfo de California. Las
secuencias del Golfo de México son mas cercanas con el Golfo de California, separados por dos

pasos mutacionales (Figura 10).
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Figura 10. Red de haplotipos del gen COI del ADNmt del género Rhinoptera distribuido en América. Los
numeros indican los pasos mutacionales, sin nimero existe un solo paso mutacional entre los haplotipos. Los
circulos indican los haplotipos, A. Localidad y B. Especie. El tamafio de los circulos es proporcional a la
frecuencia de los haplotipos; puntos pequefios representan los vectores intermedios que representan
haplotipos extintos o no muestreados.



8.2. Andlisis basado en Cit-b

Para esta region génica del género Rhinoptera se logréd la amplificacion de un un fragmento de 423
pb v comprendié 42 secuencias, de las cuales 38 provienen de individuos recolectados en las

diferentes localidades y cuatro secuencias disponibles en el GenBank (Tabla 11).

Tabla 11. Secuencias de las especies del género Rhinoptera utilizadas en este estudio con el gen mitocondrial

COI. Numero de secuencias (n).

Especie localidad n Identificacion Procedencia
R. brasiliensis Campeche, Golfo de México 8 RbrCam Este estudio
R. brasiliensis Veracruz, Golfo de México 10 RbrVer Este estudio
R. steindachneri ~ Mazatlan, Pacifico mexicano 2 RsMaz Este estudio
R. steindachneri  Oaxaca, Pacifico mexicano 2 RsOax Este estudio
R. steindachneri ~ Chiapas, pacifico mexicano 1 RsCh Este estudio
R. bonasus Guajira, caribe colombiano 8 RbCol Este estudio
. JX241053,1X241054,
R. bonasus Atlantico Norte 4 Rbon IX241055 KM593339
Mobula japanica  Oceano Pacifico central 1 Mobula JX392983

Del analisis de homologia mediante BLAST de las secuencias del gen Cit-b se obtuvo que las
muestras de Campeche y Veracruz obtenidas en este estudio tienen mayor proporcion de
identidades encontradas con R. steindachneri, mientras que las muestras de Colombia, Mazatlan,
Chiapas y Oaxaca, obtuvieron una mayor proporcion de identidades encontradas en el BLAST con
R. bonasus. El modelo de evolucion que mejor se ajusta a este juego de datos segun el jModelTest

es HKY+I.

Los valores de divergencia intraespecifica oscilaron entre 0 (R. steindachneri, Pacifico mexicano)
y 0.006 (R. bonasus, Colombia) (Tabla 12). Para las especies o linajes que estuvieron representadas
mediante una sola secuencia, la divergencia intraespecifica no se pudo calcular (Tabla 12). Los
valores interespecificos fluctuaron entre 0.018 (R. bonasus, Atlantico Norte vs R. steindachneri,

Pacifico mexicano) y 0.126 (Mobula japanica vs R. steindachneri, Pacifico mexicano) (Tabla 12).



Tabla 12. Distancias genéticas para el género Rhinoptera calculadas a partir del modelo K-2P con el gen
mitocondrial Cit-b. Valores en color rojo de la tabla, son las distancias intraespecificas. De la diagonal hacia
abajo se muestran las distancias interespecificas. Colombia (Col), Golfo de México (GM), Pacifico mexicano

(PM), Atlantico Norte (ANte).

Especies R. boCol R. braGM R. stPM R. boNte Mobula

R. bonasus Col 0.006

R. brasiliensis GM 0.069 0.001

R. steindachneri PM  0.022 0.073 0.000

R. bonasus ANte 0.021 0.060 0.018 0.002
Mobula japanica 0.122 0.094 0.126 0.118 -

La topologia derivada con el gen Cit-b mediante los tres métodos de reconstruccion filogenética
(MP/MV/IB) fue similar a la topologia con el gen COI, donde se observan dos clados principales.
Sin embargo, para esta region mitocondrial no se obtuvieron secuencias de las especies R. javanica
y R. jayakari al no estar disponibles en el GenBank. El arbol obtenido con Maxima verosimilitud
present6 una incongruencia con las secuencias del Golfo de México al no quedar bien apoyadas
con los valores de bootstrap (Apéndice 5). Las topologias obtenidas con MP e IB concuerdan con

una estructura compuesta por dos grupos principales (Apéndice 4 y 6 respectivamente).

La topologia mejor soportada por sus valores de apoyo a las ramas fue la de Inferencia Bayesiana.
El primer clado esta sustentado por el 100 % y 100 % BT (MP y MV respectivamente) y el 1 de
PP, esta dividido en dos grupos. El primero contiene a R. bonasus del Caribe colombiano y R.
steindachneri del Pacifico Mexicano como especies hermanas con el 56 % y 72 % de soporte BT
(MP y MV respectivamente) y el 0.99 de PP (IB) y el tercer clado lo forman secuencias de R.
bonasus del Atlantico Norte, disponibles en el GenBank (79 % y 90 % BT, 0.96 PP). El segundo
grupo contiene a las muestras de Campeche, las cuales son parafileticas y las muestras de Veracruz

(Golfo de México) (Figura 11).
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Figura 11. Arbol filogenético del gen Cit-b del ADNmt del género Rhinoptera. Las secuencias en colores
indican que provienen del GenBank. Los valores son los soportes de Bootstrap calculados con 1000 réplicas
(MP/MV) y Probabilidad Posterior (IB).



La red de haplotipos fue similar a la realizada con el gen COI, donde coincide con la agrupacion
cercana de los individuos recolectados de R. steindachneri del Pacifico oriental mexicano entre los
individuos de R. bonasus recolectados en el Caribe colombiano y las secuecias del GenBank del
Atlantico Norte. El Pacifico oriental mexicano exhibi6 un haplotipo dominante presente en los tres

registros geograficos analizados de R. steindachneri (Figura 12).
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Figura 12. Red de haplotipos del gen Cit-b del ADNmt del género Rhinoptera distribuido en América. Los
numeros indican los pasos mutacionales, sin numero existe un solo paso mutacional entre los haplotipos. Los
circulos indican los haplotipos, A. Localidad y B. Especie. El tamafio de los circulos es proporcional a la
frecuencia de los haplotipos; puntos pequefios representan los vectores intermedios que representan
haplotipos extintos 0 no muestreados



8.3. Andlisis basado en NADH?2

Para esta region génica del género Rhinoptera se logré la amplificacion de un un fragmento de 845
pares de bases (pb) y comprendié 40 secuencias, de las cuales 23 provienen de individuos

recolectados en las diferentes localidades y 17 secuencias disponibles en el GenBank (Tabla 13).

Tabla 13. Secuencias de las especies del género Rhinoptera utilizadas en este estudio con el gen mitocondrial

COI. Numero de secuencias (n)

Especie localidad n Identificacion Procedencia
R. brasiliensis Campeche, Golfo de México 8 RbrCam Este estudio
R. brasiliensis Veracruz, Golfo de México 10 RbrVer Este estudio
R. steindachneri ~ Mazatlan, Pacifico mexicano 2 RsMaz Este estudio
R. steindachneri  Qaxaca, Pacifico mexicano 2 RsMaz Este estudio
R. steindachneri  Chiapas, pacifico mexicano 1 RsOax Este estudio
R. bonasus Guajira, Caribe colombiano 8 RbCol Este estudio
R. bonasus Atlantico Norte 1 Rb JQ518919
R. ¢f bonasus Senegal, oceano Atlantico 4 Rcfbon JQ518923
JQ518918
R. steindachneri  Golfo de California 4 Rsth HQ540559,HQ540560
HQ540561
R. steindachneri  Costa Pacifica Baja California 1 Rsth4 HQ540562
R.cf.steindachneri Mississippi, Golfo de México 1 Refst JQ518921
KF899683, KF899680,
R. jayakari Mar Rojo 6 Rjay KF899682, KF899679,
KF899681
R. neglecta Golfo de Carpenteria 1 Rneg JQ518920
R. javanica Indonesia 3 Rjav JQ518924,KM396924
Mobula japanica  Oceano Pacifico central 1 Mobula JX392983

El analisis de homologia mediante BLAST de las secuencias de nucleotidos del gen NADH2 se
obtuvo que las muestras de Campeche y Veracruz obtuvieron un mayor porcentaje de identidad con
R. cf. steindachneri, mientras que las muestras de Colombia, Mazatlan, Chiapas y Oaxaca
obtuvieron un 99 % de identidad con R. ¢f. bonasus. El modelo de evolucion que mejor se ajusto a

este set de datos segun el jModelTest fue HKY+I.

Los valores de divergencia intraespecifica oscilaron entre 0 (R. steindachneri, Pacifico mexicano y
R. brasiliensis, sureste del Golfo de México) y 0.028 (R. steindachneri, Golfo de California) (Tabla

14). Para las especies o linajes que estuvieron representadas mediante una sola secuencia, la



divergencia intraespecifica no se pudo calcular (Tabla 14). Los valores interespecificos fluctuaron
entre 0.000 (R. ¢f. steindachneri, Norte del Golfo de México vs R. brasiliensis, sureste del Golfo
de México), 0.001 (R. ¢f. bonasus, Senegal vs R. bonasus, Caribe colombiano) y 0.202 (Mobula

Jjapanica vs R. steindachneri, costa del Pacifico de Baja California) (Tabla 14).

Tabla 14. Distancias genéticas para el género Rhinoptera calculadas a partir del modelo K-2P con el gen
mitocondrial NADH?2. Valores en color rojo de la tabla, son las distancias intraespecificas. De la diagonal
hacia abajo se muestran las distancias interespecificas. Colombia (Col), Golfo de México (GM), Pacifico

mexicano (PM), Atlantico Norte (ANte), Costa Pacifico Baja California (CPBC).

Especies R.boCol R. brGM R. stPM R. boNte R.stCP R.jay R.jav R.ne R.stGC Rcf'b Rcfs Mobula
R. bonasus Col 0.001
R. brasiliensis GM 0.086 0.000
R. steindachneri PM 0.016 0.080  0.000
R. bonasus ANte 0.020 0.094  0.019 -
R. steindachneri CPBC  0.073 0.101  0.062 0.073 -
R. jayakari 0.095 0.051  0.098 0103 0.121 0.006
R. javanica 0.120 0.117  0.113 0121  0.147 0.109 0.005
R. neglecta 0.118 0.117 0.112 0120 0.146 0.112 0.017 -
R. steindachneri GC 0.099 0.018 0.095 0109 0.112 0.063 0.127 0.127 0.028
R ¢f bonasus 0.001 0.086  0.015 0019 0.073 0.095 0.120 0.118 0.100 -
R cf steindachneri 0.086 0.000 0.080 0.094 0.101 0.051 0.117 0.117 0.018 0.086 -
Mobula japanica 0.166 0.147  0.168 0172 0202 0.147 0.170 0.163 0.158 0.166  0.147 -

La mejor topologia derivada de las diferentes inferencias filogenéticas analizadas con la region
mitocondrial NADH2 por sus valores de apoyo a las ramas fue por Inferencia Bayesiana. A
diferencia de las otras dos regiones mitocondriales COI y Cit-b, se observd que la secuencia que
corresponden a R. c¢f- bonasus de Senegal, Atlantico disponible en GenBank tiene mayor afinidad
con R. bonasus del Caribe colombiano con el 98 % y 97 % de soporte BT (MP y MV
respectivamente) y el 1 de PP (IB) (Figura 13). Asi mismo, las muestras de las localidades de
Campeche y Veracruz (Golfo de México) contienen la secuencia de R. cf. steindachneri del Norte
del Golfo de México, disponible en GenBank sustentado por el 80 % y 89 % (BT) y 0.99 (PP),
también se observa que R. javanica es especie hermana con R. neglecta (Figura 13). Este analisis
difiere de MP en las secuencias de R. jayakari que estan como especie hermana en el clado que
contiene a las muestras del Golfo de México y Golfo de California (Apéndice 7), mientras que en

las topologias derivadas de MV e IB se encuentra formando un clado aparte (Apéndice 8 y 9).
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Figura 13. Arbol filogenético del gen NADH2 del ADNmt del género Rhinoptera. Las secuencias en colores
indican que provienen del GenBank. Los valores son los soportes de Bootstrap calculados con 1000 réplicas
(MP/MYV) y Probabilidad Posterior (IB).



En la red de haplotipos se presenta la agrupacion de acuerdo a las localidades y por especie, en la
cual se puede observar a los individuos de R. steindachneri recolectados en el Pacifico oriental
mexicano (Mazatlan, Oaxaca y Chiapas) muestran una amplia divergencia con respecto a las
secuencias disponibles de R. steindachneri en GenBank del Golfo de California y la Costa del
Pacifico de la peninsula de Baja California (CPBC). Mientras que la secuencia disponible en
GenBank R. ¢f. steindachneri que corresponde al Norte del Golfo de México (Mississippi)
comparte el mismo haplotipo con los individuos de R. brasiliensis recolectados en el Golfo de

México (Veracruz y Campeche) (Figura 14).

A. Localidad

Pacifico oriental .

@ CPBC ® Py |

@ Chiapas O i
Mazatlan 5 3

@ Oaxaca [ G R Golfo de México

Colombia Golfo de California @
Senegal 4

@D Carolina del Norte
Veracruz ©
Campeche O

@ Mississippi .

@D Golfo de California Attintico

. 2 .3'2

- 2
B. Especies @ 1
59 . . i

49
@ R. steindachneri @+ . 2 g ®
4
*

@ R. bonasus

R. ¢f. bonasus 6
R. brasiliensis O e
® cf. steindachneri . ®
2

Figura 14. Red de haplotipos del gen NADH2 del ADNmt del género Rhinoptera distribuido en América.
Los niimeros indican los pasos mutacionales, sin nimero existe un solo paso mutacional entre los haplotipos.
Los circulos indican los haplotipos, A. Localidad y B. Especie. El tamaiio de los circulos es proporcional a
la frecuencia de los haplotipos; puntos pequefios representan los vectores intermedios que representan
haplotipos extintos o no muestreados.



8.4. Andlisis basado en RAG1

El alineamiento final del gen RAG1 del ADNn para el género Rhinoptera se logré la amplificacion
de un un fragmento de 801 pb y comprendi6 17 secuencias de las cuales 14 se amplificaron en este

estudio, también se incluyeron tres secuencias disponibles en el Genbank (Tabla 15).

Tabla 15. Secuencias de las especies del género Rhinoptera utilizadas en este estudio con el gen mitocondrial

COI. Numero de secuencias (n).

Especie localidad n Identificacion Procedencia
R. brasiliensis Campeche, Golfo de México 8 RbrCam Este estudio
R. brasiliensis Veracruz, Golfo de México 10 RbrVer Este estudio
R. steindachneri Mazatlan, Pacifico mexicano 2 Rbs Este estudio
R. steindachneri Oaxaca, Pacifico mexicano 2 RsMaz Este estudio
R. steindachneri Chiapas, pacifico mexicano 1 RsOax Este estudio
R. bonasus La Guajira, caribe colombiano 8 RsCh Este estudio
R. bonasus Atlantico Norte 1 RbCol AY949029
R. steindachneri Sri Lanka 1 Rbon KM364982
Mobula japanica ~ Oceano Pacifico central 1 Mobula JX392983

El analisis de homologia BLAST del NCBI de las secuencias de nucle6tidos del gen RAG 1 se
obtuvo que las muestras de Campeche, Veracruz, Colombia y Chiapas tienen mayor proporcion de
identidades encontradas con R. bonasus del BLAST. El modelo de evolucion que mejor se ajusta a

este set de datos segun el jModelTest es HKY.

Para las especies o linajes que estuvieron representadas mediante una sola secuencia, la divergencia
intraespecifica no se pudo calcular (Tabla 16). El valor interespecifico fluctuaron entre 0.000
(Mobula japanica vs R. steindachneri, GenBank), 0.001 (R. steindachneri, Pacifico mexicano vs
R. bonasus, Atlantico Norte, GenBank) y 0.026 (R. steindachneri, GenBank vs R. bonasus,
Atlantico Norte y Mobula japanica vs R. bonasus, Atlantico Norte) valores en la diagonal (Tabla
16).



Tabla 16. Distancias genéticas para el género Rhinoptera calculadas a partir del modelo K-2P con el gen

nuclear RAGI. Valores en color rojo de la tabla, son las distancias intraespecificas. De la diagonal hacia

abajo se muestran las distancias interespecificas.

R. boCol R. braGM R. stPM R. boNte R.stgb Mobula

R. bonasus Col 0.004

R. brasiliensis GM 0.012 0.000

R. steindachneri PM 0.003 0.009 -

R. bonasus ANte 0.004 0.010 0.001 0.000

R, steindachneri gbank 0.026 0.025 0.024 0.026 -

Mobula japanica 0.026 0.025 0.024 0.026 0.000 -

Con el gen nuclear RAG 1, la topologia mejor soportada por sus valores de apoyo a las ramas fue

la derivada de Inferencia Bayesiana (Apéndice 12); Sin embargo, las topologias de MP y MV

(Apéndice 18 y 19) concuerdan con una estructura compuesta por dos grupos principales con altos

valores de soporte y como especie hermana de estos dos grupos esta R. steindachneri. (Apéndice

10 y 11). El primer clado con 94 % y 99 % de soporte BT (MP y MV respectivamente) y el 1 de

PP (IB) (Figura 15) contiene agrupadas las muestras que corresponden a R. bonasus del Caribe

colombiano, las secuencias de R. bonasus del Atlantico Norte, disponibles en el GenBank y por

ultimo a R. steindachneri del Pacifico Mexicano. El otro grupo contiene las muestras que

corresponden a R. brasiliensis de las localidades de Campeche y Veracruz (Golfo de México)

soportado por el 98 % y 100 % (BT) y 1 (PP) (Figura 15).
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Figura 15. Arbol filogenético del gen RAG 1 del ADNn del género Rhinoptera. Las secuencias en colores
indican que provienen del GenBank. Los valores son los soportes de Bootstrap calculados con 1000 réplicas

(MP/MV) y Probabilidad Posterior (IB).

Con la red de haplotipos las relaciones que se presentan con las localidades de la distribucion de
las especies del género Rhinoptera apoya la validez de las agrupaciones realizadas en la topologia
del arbol, donde se observa que los ejemplares de R. brasiliensis del Golfo de México (Campeche
y Veracruz) exhibi6 un haplotipo dominante y separado por siete pasos mutacionales de los demas
haplotipos, también se observa al individuo recolectado de R. steindachneri en el Pacifico oriental
mexicano (Chiapas), es mas cercanas con los individuos de R. bonasus recolectados en el Caribe

colombiano y la secuecia del GenBank del Atlantico Norte, separados por un pasos mutacionales

(Figura 16).
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Figura 16. Red de haplotipos del gen RAG 1 del ADNn del género Rhinoptera distribuido en América. Los
numeros indican los pasos mutacionales, sin numero existe un solo paso mutacional entre los haplotipos. Los
circulos indican los haplotipos, A. Localidad y B. Especie. El tamafio de los circulos es proporcional a la
frecuencia de los haplotipos; puntos pequefios representan los vectores intermedios que representan
haplotipos extintos o no muestreados.

8.5. Analisis basado en multiples genes

El alineamiento final utilizado en este analisis de genes concatenados de la region del ADNmt (Cit-
b + NADH2 + COI) para el género Rhinoptera se logro la amplificacion de un fragmento de 1764
pb y comprendid 18 secuencias, de las cuales se seleccionaron las mismas secuencias que

amplificaron en cada uno de los genes y se incluyd tres secuencia disponibles en el GenBank (Tabla
17).



Tabla 17. Secuencias de las especies del género Rhinoptera utilizadas en este estudio de la region del ADNmt

(Cit-b + NADH2 + COI). Numero de secuencias (n).

Especie localidad n Identificacion Procedencia
R. brasiliensis Campeche, Golfo de México 4 RbrCam Este estudio
R. brasiliensis Veracruz, Golfo de México 5 RbrVer Este estudio
R. steindachneri Mazatlan, Pacifico mexicano 2 Rbs Este estudio
R. steindachneri Chiapas, pacifico mexicano 1 RsOax Este estudio
R. bonasus La Guajira, caribe colombiano 3 RsCh Este estudio
R. bonasus Atlantico Norte 1 RbCol GenBank
R. steindachneri Sri Lanka 1 Rbon KM364982
Mobula japanica  Oceano Pacifico central 1 Mobula JX392983

Los valores de divergencia intraespecifica oscilaron entre 0.001 (R. brasiliensis, Golfo de México)
y 0.002 (R. steindachneri, Pacifico mexicano) (Tabla 18). Para las especies o linajes que estuvieron
representadas mediante una sola secuencia, la divergencia intraespecifica no se pudo calcular
(Tabla 18). Los valores interespecificos fluctuaron entre 0.017 (R. bonasus, Atlantico Norte vs R.
steindachneri, Pacifico mexicano) y 0.151 (Mobula japanica vs R. steindachneri, Pacifico
mexicano) (Tabla 18). El modelo de evolucion que mejor se ajusto a este juego de datos de cada

gen segun el jModelTest fue HKY+G.

Tabla 18. Distancias genéticas para el género Rhinoptera calculadas a partir del modelo K-2P de la region
del ADNmt (Cit-b + NADH2 + COI). Valores en color rojo de la tabla, son las distancias intraespecificas.

De la diagonal hacia abajo se muestran las distancias interespecificas.

Especies R. boCol R.braGM R.stPM R. boNte R.stgb Mobula
R. bonasus Col 0.003
R. brasiliensis GM 0.079 0.001
R. steindachneri PM 0.018 0.077 0.002
R. bonasus ANte 0.019 0.079 0.017 -
R, steindachneri gbank 0.092 0.075 0.088 0.091 -

Mobulajapanica 0.145 0.127 0.151 0.146 0.146 -




La topologia basada en los tres genes del ADNmt mejor soportada por sus valores de apoyo a las
ramas fue la derivada de de Méaxima parsimonia (Apéndice 13); No obstante, las topologias de MV
e IB (Apéndice 14 y 15) concuerdan con una estructura compuesta por dos grupos principales, el
primero de ellos incluye solo a la especie R. steindachneri de Sri Lanka, disponible en el GenBnak,
el otro clado se divide en dos subclados: el primero contiene a las muestras de R. steindachneri del
Pacifico mexicano con el 100 % y 98 % de soporte BT (MP y MV respectivamente) y el 1 de PP
(IB) (Figural9). En el otro subclado con el 87 % y 71 % de soporte BT (MP y MV respectivamente)
y el 0.51 de PP (IB) incluye a R. bonasus del Caribe colombiano y la secuencia del Atlantico Norte
disponible en el GenBank (Figura 17).

El segundo grupo estd compuesto por las muestras de las localidades de Campeche y Veracruz
(Golfo de México) con el 100 % y 34 % de soporte BT (MP y MV respectivamente) y el 1 de PP
(IB) (Figura 17).
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Figura 17. Arbol filogenético secuencias concatenadas de los genes (Cit-b + ND2 + COI) del ADNmt del
género Rhinoptera. Las secuencias en colores indican que provienen del GenBank. Los valores son los
soportes de Bootstrap calculados con 1000 réplicas (MP/MV) y Probabilidad Posterior (IB).



Con la red de haplotipos las relaciones que se presentan con las localidades de la distribucion de
las especies del género Rhinoptera apoya la validez de las agrupaciones realizadas en la topologia
del arbol, donde se observa haplotipos exclusivos para cada localidad, los ejemplares de R.
brasiliensis del Golfo de México (Campeche y Veracruz) estan separados de los otros haplotipos
por mas de 100 pasos mutacionales, minetras los individuos recolectados de R. steindachneri en el
Pacifico oriental mexicano (Mazatlan, Oaxaca y Chiapas), muestran una amplia divergencia con
respecto a las secuencias de R. steindachneri disponibles en GenBank de Sri Lanka y son mas

cercanas con las secuencias de R. bonasus del Atlantico Norte y Caribe colombiano (Figura 18).
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Figura 18. Red de haplotipos ecuencias concatenadas de los genes (Cit-b + ND2 + COI) del ADNmt del
género Rhinoptera distribuido en América. Los nimeros indican los pasos mutacionales, sin nimero existe
un solo paso mutacional entre los haplotipos. Los circulos indican los haplotipos, A. Localidad y B. Especie.
El tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de los haplotipos; puntos pequefios representan los
vectores intermedios que representan haplotipos extintos o no muestreados.



8.6. Estimacién del tiempo de divergencia.

La prueba de razon de verosimilitud global (LRT), de acuerdo al criterio AICc empleado para la
seleccion del mejor modelo de sustitucion nucleotidica HKY+G proporcioné el mejor ajuste a los
datos (2(logLo - logLi) = 7.21826; g.l. = 12; (p = 0,05) = 21.026). Los puntajes de maxima

verosimilitud para los modelos de reloj molecular relajando y forzando el reloj molecular fueron:

Ho = Reloj molecular forzado (HKY+G + Reloj = Ly): LnL = 1147, 32735
H, = Reloj molecular relajado (HKY+G = L;): LnL =1150,93648

Este resultado indica que las secuencias de los ejemplares incluidos en el analisis (Ingroup)
evolucionan con una tasa que es homogénea a lo largo del arbol filogenético. La topologia obtenida
con COI fue congruente entre los tres analisis (MP, MV e IB). La divergencia entre Myliobatis
californica y Mobula japanica quedo fechada en 53.94 Ma (Nodo 1, Figura 19); la divergencia
entre Mobula japanica y las distintas especies de Rhinopteras se ubica en 43.25 Ma (95 % HPD:
53.18 — 33.2) (Nodo 2). El origen del Clado 1 (R. brasiliensis, R. steindachneri GC + R. jayakari)
fue estimado en 9.52 Ma (95 % HPD: 15.46 — 4.93) (nodo 5), el origen del Clado 2 (R. bonasus +
R. steindachneri) fue estimado en 5.84 Ma (95 % HPD: 10.08 —2.73) (nodo 9) para el clado 3 (R.
Jjavanica) su divergencia fue estimada en 4.99 Ma (95 % HPD: 9.07 — 2.02) (nodo 13, Figura 19).
Las fechas de las estimaciones e intervalos superiores e inferiores al 95 % de las densidades

posteriores mayores (HPD 95 %) se encuentran en el apéndice 16.
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Los eventos durante el Mioceno-Plioceno marcaron la divergencia de las Rhinopteras distribuidas
en América. La especiacion ocurrida entre R. bonasus del Caribe colombiano y R. steindachneri
del Pacifico oriental mexicano fue estimado en 3.55 Ma (95 % HPD: 6.44 — 1.37) mientras que los
eventos de divergencia entre las muestras de R. brasiliensis del Golfo de México y la secuencia de
R. brasiliensis de Sao Paulo, Brasil fue estimada en 0.95 Ma (95 % HPD: 2.35 —0.1) siendo la mas
reciente. La divergencia entre (R. steindachneri GC + R. brasiliensis GM) fue estimada en 2.15 Ma

(95 % HPD: 4.49 — 0.56) (Figura 20).
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Figura 20. Arbol filogenético con estimacion de los tiempos de divergencia para las especies de Rhinoptera
distribuidas en América basados en el analisis del gen COI del ADNmt con BEAST. Las estimaciones
puntuales de las edades se dan por encima de cada nodo las barras de colores indican la distribucion
geografica.



IX. DISCUSION

9.1. Inferencia filogenetica.

Las relaciones evolutivas del género Rhinoptera que ofrece el analisis de los genes mitocondriales
COl, Cit-b, NADH2 y el gen nuclear RAGI1, utilizando tres métodos de inferencias de
reconstruccion, resultaron arboles filogenéticos con topologias muy similares. El hecho de que
diferentes conjuntos de datos y métodos de reconstruccién muestren las mismas relaciones
filogenéticas, constituyen criterios mas solidos referente a la confiabilidad de las topologias (Chen

et al., 2003).

La reconstruccion filogenética indica la existencia de dos clado o linajes evolutivos fundamentales,
uno de los linajes incluye las especies de Rhinoptera brasiliensis, mientras que en el otro se agrupan
las especies Rhinoptera bonasus y Rhinoptera steindachneri. El arreglo de las especies en el linaje
de R. brasiliensis corresponde con las similitudes que éstas presentan en cuanto a la caracteristica
morfologica de nueve hileras dentales definidos para la especie por Bigelow & Schroeder (1953) y
Menni & Stehmann (2000). De acuerdo a lo planteado por estos autores y la notable afinidad
genética y morfologica entre los ejemplares de Campeche y Veracruz del presente estudio con R.
brasiliensis coincide con lo reportado por Naylor et al. (2012) y McDowell & Fisher (2013). Por
lo tanto es importante destacar que en este estudio se ha podido verificar la presencia y distribucion

de R. brasiliensis en el sureste del Golfo de México.

Con base en los resultados de este estudio se puede sugerir que R. brasiliensis no deberia seguir
siendo considerada endémica y restringida a las costas de Brasil entre Rio de Janeiro y Rio Grande
do Sul (Bigelow & Schroeder, 1953; Menni & Stehmann, 2000), esto es confirmado por los
registros de su presencia en la costa del Caribe colombiano en Isla Salamanca, Magdalena (Acero
& Garzdn, 1983), Golfo de México frente a las costas de Tuxpan, Veracruz (Gonzalez & Montes,
1996) y en las costas de Venezuela (delta del rio Orinoco) (Lasso-Alcala, 2004), Crooked Island
(Islas Bahamas) y la Bahia de Tampa, costa oeste central de Florida (Norte del Golfo de México)

(McDowell & Fisher, 2013). Con lo cual se ampliaria su rango de distribucion.



Schwartz (1990), Neer & Thompson (2005) y Collins et al. (2007), mencionaban que las
poblaciones de R. bonasus en el Atlantico occidental (sur de Nueva Inglaterra a Brasil) y el Golfo
de México (Florida a la Peninsula de Yucatan) estan separadas. Sin embargo, los datos de éste
estudio concuerdan con lo reportado por McDowell & Fisher (2013), quienes suguieren la presencia
de dos dos linajes separadas de R. bonasus, uno en la zona del Norte del Golfo de México junto
con las muestras de la Bahia de Chesapeake, Atlantico Norte y R. bonasus de Brasil con las
muestras de Colombia. Esto es sustentado por las topologias de los tres analisis de inferencias
filogenéticas, en la que R. bonasus del Atlantico Norte se presenta como especies parafiléticas con

respecto al clado (R. bonasus + R. steindachneri).

Segun el catalogo sistematico de las rayas y especies afines de México de 1996, el unico registro
positivo de la presencia de R. bonasus en México fue el que proporcion6d Castro-Aguirre (1965),
con base en un individuo capturado durante un arrastre tipo camaronero, donde se le identifico con
relativa facilidad, por la presencia de siete filas de dientes en la placa dentaria superior. No obstante,
a pesar de realizar amplios esfuerzos de muestreo en el Golfo de México, no se logré corroborar la
presencia de R. bonasus usando el criterio de la la placa dental con siete hileras, con lo cual, se

descartaria la presencia de R. bonasus en el sureste del Golfo de México.

Respecto a Rhinoptera steindachneri Sandoval-Castillo & Rocha-Olivares (2011), indicaron que
los ejemplares del Golfo de California y la Costa del Pacifico de Baja California se caracterizaron
por linajes mitocondriales muy divergentes; las topologias de las diferentes inferencias
filogenéticas en el presente estudio también muestra una amplia divergencia de la secuencia
disponible en GenBank de R. steindachneri de la CPBC con respecto a las secuencias de R.
steindachneri disponibles en GenBank del Golfo de California y los individuos de R. steindachneri
recolectados en el Pacifico oriental mexicano (Mazatlan, Oaxaca y Chiapas). Sin embargo, otros
estudios genéticos también han revelado una ruptura filogeografica de los linajes mitocondriales y
una distincion genética entre los batoideos que habitan el Golfo de California en relacion con los
de la Costa del Pacifico de Baja California. Tal es el caso de Rhinobatos productus (Sandoval-
Castillo et al., 2004), Rhinoptera steindachneri (Sandoval-Castillo & Rocha-Olivares, 2011),
Gymnura marmorata (Smith et al., 2009) y Zapteryx exasperata (Castillo-Péez et al., 2014).

Por otra parte, el entendimiento de las relaciones filogenéticas mencionadas puede refinarse

parcialmente a partir de la red de haplotipos. Segun Vazquez-Dominguez et al. (2009) a partir de



una red pueden efectuarse las siguientes predicciones: 1) los haplotipos con mayor frecuencia
tienen alta probabilidad de representar alelos ancestrales; 2) los haplotipos con multiples
conexiones muy probablemente son ancestrales; 3) dentro de la red, los haplotipos ancestrales estan
en el interior y los haplotipos nuevos tienen mayor probabilidad de ser terminales; 4) se espera que
los haplotipos ancestrales tengan una amplia distribucion geografica, basicamente porque los
individuos que poseen esos haplotipos han tenido mucho tiempo para dispersarse; y 5) se predice
que los haplotipos con una conexion estén unidos a los haplotipos de la misma poblacién, dado que
han evolucionado recientemente y por lo tanto sin tiempo para dispersarse. Sobre la base de estas
predicciones y a partir de la red obtenida es posible sugerir entonces para R. brasiliensis que: a)
muy probablemente representa un haplotipo ancestral, dada su mayor frecuencia y amplia
distribucion geografica (Desde el Golfo de México hasta Brasil); b) R. bonasus presenta dos
poblaciones separadas geograficamente, una al norte del Golfo de México junto con el Atlantico
Norte y la otra en el Caribe colombiano, al no existir la unién de sus haplotipos y por lo tanto con
el tiempo se han dispersado entre ellos; ¢) R. steindachneri del Golfo de California, posiblemente
constituya un haplotipo nuevo, dada su posicién terminal en la red, el cual se habria originado
dentro del mismo Golfo de California sin que haya transcurrido atn el tiempo suficiente para que
se disperse. Por otra parte, el elevado numero de pasos mutacionales que separan R. steindachneri
del CPBC con el Golfo de California y del GC con el Pacifico mexicano, es consistente con la

sugerencia de que posiblemte sean linajes diferentes.

En relacion con esto ultimo, y atendiendo las relaciones plasmadas en los arboles obtenidos para R.
steindachneri del GC, CPBC y Pacifico mexicano, es trascendente traer a colacion que constituyen
linajes notoriamente divergentes en términos de distancia genética, con una divergencia estimada
superior a la reportada por Sandoval-Castillo & Rocha-Olivares (2011), quienes sugieren la
presencia de las fuerzas de la diversificacion en la regidn y la posible existencia de especiacion
criptica debido a que la localidad tipo de R. steindachneri estd dentro del GC. El nivel de
divergencia evolutiva como criterio para definir limites entre especies congenéricas ha recibido una
atencion particular por parte de los investigadores y ha conducido a la revision del estatus
taxondmico de las especies de varios grupos zoologicos. De este modo, es uno de los mayores
grados de divergencia intraespecifica reportada en elasmobranquios, incluso superando las
divergencias interespecificas en otros Batoideos (Heist, 1999; Sandoval-Castillo et al., 2004;

Richards et al., 2009; Sandoval-Castillo & Rocha-Olivares, 2011) (Apendice 17).



Con base en el porcentaje de diferenciacion del 2 % establecido por Hebert et al. (2003), Ward et
al. (2005) y Steinke et al. (2009) la clara divergencia genética de los clados en el analisis
filogenético y de acuerdo al nivel de divergencia intraespecifica observada en el género Rhinoptera
se sugiere la validacion de las especies R. brasiliensis en el Golfo de México la cual tuvo una
divergencia menor a 2 % (0.10 + 0.001), de la misma manera la secuencia disponible en GenBank
del Norte del Golfo de México denominada R. cf- steindachneri, en la topologia obtenida con el
gen NADH2 se encuentra contenida en el clado con las muestras de Campeche y Veracruz, la
distancia interespecifica fue nula (0.00 + 0.000). De igual forma, los valores de distancia genética
de R. bonasus de Colombia respecto a las del Atlantico Norte fueron cercanos al 2 %. En relacion
a la secuencia disponible en GenBank de R. c¢f- bonasus del Atlantico Oriental (Senegal), muestra
una afinidad con las muestras del Caribe colombiano en la topologia obtenida con el gen NADH?2
y un valor de distancia interespecifica menor a 2 % (0.06 = 0.000), lo que podria confirmaria su

afinidad con la poblacién del Atlantico suroccidental.

De acuerdo con Hebert et al. (2004), las especies también pueden reconocerse a partir de un valor
umbral de divergencia de diez veces la variacion intraespecifica media (/0x rule) para delimitar
especies y la idea subyacente es que la divergencia intraespecie sea menor que la divergencia
interespecie (Frézal & Leblois, 2008). Esta propuesta fue sugerida basandose en evidencia empirica
obtenida para grandes conjuntos de secuencias (principalmente de organismos sexuales), a partir
de la universalizacion de las secuencias del gen COI para la identificacion de especies (Birky et al.,
2010). Entonces comparando nuevamente con el valor obtenido por medio de la regla de 10x (Heber
et al. 2004) en el caso de R. steindachneri del Pacifico mexicano es adecuado demostrando que
podria ser un buen candidato para la busqueda del denominado “Barcode gap” con el gen COI del
ADNmt ya que el espacio obtenido entre la méxima variacion intraespecifica (2.02 %) y la minima
variacion interespecifica (7.85 %) es bastante amplio. Segiin Meyer & Paulay (2005) mientras el

“Barcode gap” sea mas amplio es mucho mas util para delimitar especies.

En este sentido, dado que la divergencia obtenida entre R. steindachneri del Pacifico mexicano y
R. steindachneri del Golfo de California claramente supera el umbral recomendado, podria
otorgarsele el estatus de nueva especie a los individuos del GC. Sin embargo, a pesar de que la
utilizacién de umbrales de divergencia ha resultado eficiente en diversos grupos animales como
arafias, aves, crustaceos, lepidopteros y peces, entre otros (Hebert et al., 2004; Ward et al., 2005;
Hajibabaei et al., 2006), su uso ha sido totalmente desaconsejado (Frézal & Leblois, 2008). Una de

las principales criticas se fundamenta en el hecho de que la identificacion de especies aplicando la



regla 10X utiliza limites empiricos de diferencias de secuencias, los cuales carecen de fundamentos
teoricos solidos (Birky et al., 2010). Se podria en este caso proponer que a los individuos del Golfo
de California denominarlos R. aff- steindachneri, siendo aff. especie afin y se utiliza para indicar
que no todos los rasgos observados coinciden con el taxon indicado, pero que las observaciones

son insuficientes para definirlo como un nuevo taxon.

Los elasmobranquios no tienen una etapa de vida larval, lo que significa que la dispersion esta
mediada principalmente por los movimientos activos individuales (Chapman et al., 2015). Las
caracteristicas fisicas que inhiben el movimiento en el tiempo evolutivo, tales como extensiones
oceanicas para las especies costeras, zonas de afloramiento para especies de aguas calidas y zonas
ecuatoriales para especies de aguas frias, pueden promover la estructura de la poblaciéon y
finalmente, la especiacion (Pardini et al., 2001; Richards ef al., 2009; Benavides et al., 2011). La
estructura de las poblaciones en elasmobranquios se ha observado cuando los individuos tienen un
rango de dispersion limitado o cuando las hembras tienen fidelidad por un sitio regional especifico
de crianza (es decir, filopatria regional; Keeney et al, 2005; Schultz et al, 2008; Chapman et al,
2009; Karl et al., 2011) o es un area de crianza natal exacto para dar a luz (es decir, filopatria natal;
Feldheim et al., 2014). Esto también se ha planteo en R. steindachneri en el GC y la CPBC, basado
en el uso de areas de reproduccion especificas y localizadas (Villavicencio Garayzar, 1995;
Sandoval-Castillo & Rocha-Olivares, 2011). Por lo tanto, también podria presentarse en el caso de
R. bonasus del Atlantico Norte y Caribe colombiano, ya que presentan una capacidad de dispersion
de larga distancia y la recurrencia de zonas especificas de reproduccion y alimentacion se han
documentado para R. bonasus en Atlantico Norte (Smith & Merriner, 1987). Sin embargo, es
necesario realizar estudios de marcaje para evaluar el grado de movilidad realizado y la hipotesis

de filopatria en estas especies del género Rhinoptera.

Por otra parte, la poca divergencia detectada entre las R. steindachneri del Golfo de California con
R. brasiliensis del Golfo de México, al igual que lo reportado por Naylor ef al. (2012) quienes
sugirieron que R. steindachneri no se encontraba sélo en el Pacifico oriental, sino también en el
Golfo de México y posiblemente también al oeste del océano Atlantico es caracteristica de las
denominadas especies gemelas o especies cripticas, las cuales son aquellas extremadamente
similares en apariencia (morfologia, fisiologia y comportamiento) pero se hallan reproductivamente
aisladas entre si y se presenta una incertidumbre taxénomica (Funk & Omland, 2003; Meyer &
Paulay, 2005) y que por lo tanto todavia predominen polimorfismos compartidos indicativos de una

retencion de variabilidad ancestral dada la baja tasa mutacional caracteristica de elasmobranquios



(Kingman, 1982; Martin & Palumbi, 1993). Segun varios autores (Chouinard et al., 1996; Schluter,
1996; Taylor et al, 1997) en estos casos las especies incipientes pueden ser molecularmente
indistinguibles o distinguibles solo en un nivel intraespecifico de variacion. Similarmente, R.
bonasus se presentan como especie hermana respecto a R. steindachneri del Pacifico mexicano
(Mazatlan, Oaxaca y Chiapas) y quizas aun no se han vislumbrado otros caracteres morfologicos a
parte del numero de la placa dental que podrian ser informativas concurrente en el género

Rhinoptera (Sandoval-Castillo & Rocha-Olivares, 2011; Naylor et al., 2012).

9.2. Tiempos de divergencia

La estimacion de los tiempos de divergencia a través de las pruebas efectuadas permiti6 aceptar el
uso de un reloj molecular. A partir de los calculos efectuados con la prueba de razon de
verosimilitud global no fue posible rechazar la hipotesis nula de que las secuencias evolucionan a

tasas homogéneas entre todas las ramas de la filogenia.

De acuerdo a Cranston & Rannala (2005), una aproximacion filogenética relajada, en donde la
filogenia y los tiempos de divergencia son co-estimados bajo un modelo de reloj molecular relajado,
es preferida sobre uno bajo un modelo estricto. Con base al punto de calibracion fosil en el analisis
BEAST, se fecho la divergencia de Myliobatis californica y Mobula japanica en 53.94 (74.22 a
37.44 Ma) (nodo 1, Figura 20), la cual concuerda con la estimacion de Aschliman et al. (2012),
quienes estimaron que Myliobatidae comenz6 a divergir en el ultimo periodo del cretaceo (aprox.
66 - 75Ma). Conjuntamente, los primeros fosiles asignados de forma fiable a Myliobatidae son del
Cretacico superior, encontrandose abundante en el Terciario y algunos fésiles asignados a un

género comun existente en el Eoceno (Maisey, 1984; Kriwet & Benton, 2004; Underwood, 2006).

La estimacion obtenidas en este estudio de la divergencia entre las Rhinopteras y Mobula japanica
fue entre aproximadamente 43.25 (53.18 a 33.2 Ma), la cual concuerda con la aparicion de los
primeros fosiles de Rhinopteridos entre 56.0 y 33.9 Ma (Cappetta, 1987; 2006), pero no concuerda
con las estimaciones entre (Rhinopteras/Mobulidos) realizadas por Aschliman et al. (2012) (29.9 a
22.6 Ma) y Poortvliet et al. (2014) (34.88 a 25.33 Ma). Sin embargo, Aschliman (2014) sugiri6 mas
tarde que su estimacion era demasiado reciente. Adnet et al. (2012) estimaron que la divergencia
entre estos dos linajes (Rhinopteras/Mobulidos) fue aproximadamente hace 50 Ma, en el Paleoceno
o Eoceno temprano con base en los dientes del fosil Mobulido mas antiguo T Burnhamia (59.2 a

47.8 Ma) (Pfeil, 1981; Cappetta, 1985; Woodward, 1889) y estaria mas cercana a la estimacion del



presente estudio. Sumado a lo anterior, los restos fosiles con morfologia de los dientes muestran
linajes mobulidos intermedios entre durdfagos (trituracion de conchas) y los mobulidos no

duréfagos datan del Paleoceno tardio al Eoceno temprano (58.7 a 47.8Ma) (Adnet et al., 2012).

Dos eventos geologicos son las principales causas cronologicas de la distribucion y especiacion
marina en el Atlantico Occidental y el Pacifico Oriental: la primera es, la apertura en el Cretacico
(145.4 a 65.5 Ma) del Océano Atlantico Sur, este fenomeno es la base del modelo biogeografico
de Rosen (Navia et al., 2016), el cual propone que el corredor del mar de Tethys sirvidé como canal
de dispersion para muchos taxones distribuidos globalmente y que por lo tanto, las especies marinas
del Atlantico occidental serian ancestros de las poblaciones distribuidas en el Nuevo Mundo
(Banford et al., 2004). McEachran & Aschliman (2004) proponen, basados en la actual riqueza de
especies, que el mar de Tethys (Proto-Atlantico Central), es el segundo centro de radiacion de estos
elasmobranquios, luego de la region del Indo-Pacifico oeste, la separacion durante el Eoceno del
Indo-Pacifico y el Atlantico Central permitié que los taxones de la region del Indo-Pacifico se
mantuvieran aisladas durante mas tiempo de aquellas del Atlantico occidental, y ain mas de los
taxones del Pacifico Oriental Tropical, los cuales se aislaron por completo solo hasta el Mioceno.
Esta situacion podria ser evidente al observar la topologia presentada con la divergencia de las

especies de R. javanica respecto al resto de Rhinopteras.

Coates et al. (2004) estiman que a partir del Paleoceno, la comunicacion se comineza a interrumpir
debido a la emergencia de Centroamerica ancestral, misma que volvid a sumergirse a mediados del
Plioceno. El canal sufrié un cierre alrededor de los 24 Ma, lo cual es congruente con el periodo
estimado de tiempo para la diversificacion entre el caldo 1 (R. brasiliensis + R. steindachneriGC +
R. jayakari) y clado 2 (R. bonasus + R. steindachneri PM) inferido en el presente estudio hace
29.59 a 13.71 Ma. Este evento vicariante representd una barrera para la dispersion y por lo tanto de
flujo genético entre las especies distribuidas actualmente en los océanos Atlantico y el océano
Pacifico que tuvo lugar entre el 3.1 a 2.8 Ma (Coates & Obando, 1996; Marko, 2002; Coates et al.,
2003, el cual fue fundamental en la determinacion de los patrones biogeograficos de organismos
acuaticos (Collin & Maintenon, 2002), favoreciendo la ampliacion del rango de distribucion de
unos y reduciendo o llevando a la extincidn a otros en procesos de depredacion y uso de hébitats,
como es el caso de muchas especies marinas (Lessios, 2008) incluyendo varios elasmobranquios

(Daly-Engel et al., 2012; Keeney & Heist, 2006; Schultz et al., 2008; Stelbrink et al., 2010).



La divergencia en el clado 2 entre las especies de R. bonasus del Atlantico Norte y R. bonasus del
Caribe colombiano + R. steindachneri del Pacifico Oriental Tropical ocurri6 entre los 10.08 y 2.73
Ma, mismo que se facilité debido a los cambios ocurridos en las condiciones oceanograficas. Antes
del cierre definitivo del Istmo de Panama hubo varios eventos de inundacion y de cierres previos,
provocados por cambios en el nivel del mar, el inicio de esta sucesion de pasos marinos empez6 a
mediados del mioceno (16.5 a 11Ma) (Coates & Obando, 1996; Collins, 1996; Roopnarine, 2001;
Vermeij, 2001). Terminando el Mioceno (~5 Ma) hubo un aumento del nivel del mar mayor al
actual, el cual pudo promover el intercambio de flujo genético entre R. steindachneri del Pacifico
con R. bonasus del Atlantico Norte, debido a una inundacidén somera del Istmo, que pudo propiciar
el paso efimero permitiendo el ultimo contacto entre especies a través de un sistema de canales
someros el cual se menciona s6lo afecto a especies costeras y estuarinas (Knowlton & Weight,
1998; Marko, 2002); siendo éste el habitat preferido por las especies de Rhinoptera (Acero &
Garzon, 1983; Cervigoén et al., 1992; Gallo-Dasilva et al., 1997; Cervigdon & Alcala, 1999; Neer &
Thompson, 2005). Se considera que las especies gemelas son el producto de un proceso reciente de
especiacion, este podria ser el caso para el evento de divergencia entre (R. steindachneri GC + R.

brasiliensis GM) que fue estimada en 2.15 Ma.



X.  CONCLUSIONES

Los analisis de distancias genéticas, permitieron identificar un nivel de divergencia suficiente para

considerar como unidades taxonomicas a R. bonasus, R. brasiliensis y R. steindachneri en América.

Se confirma la presencia de dos poblaciones divergentes de R. bonasus, una al Norte del Atlantico

occidental y la otra en el Caribe colombiano,

No se logré registrar la presencia de R. bonasus en el sureste del Golfo de México en tanto que se
confirmé la presencia de la especie R. brasiliensis en dicha zona, para la cual se amplia su

distribucion.

El origen de la divergencia entre R. steindachneri del Golfo de California y R. brasiliensis del Golfo
de México presentan una especiacion reciente hace 2.15 ma (4.49 a 0.56), dichas especies exhiben

un grado de semejanza morfologica que permite tratarlas como especies gemelas.

Se confirma una marcada divergerncia entre las R. steindachneri de la costa Pacifica de Baja
California respecto a las del Golfo de California y a su vez de las que se distribuyen en las costas
del Pacifico mexicano, las cuales se podrian considerar como linajes divergentes en el Pacifico

Oriental, lo cual amerita una revision de su estaus de poblaciones/especies.

Eventos geologicos durante el Mioceno-Plioceno podrian haber influido en la historia evolutiva de
las Rhinopteras distribuidas en América, como lo fue la clausura del Istmo de Panama la cual
representa una explicacion coherente para la posible especiacion entre R. bonasus y R.
steindachneri del Pacifico oriental presentdndose como especies hermanas dentro del género,

misma que fue estimada en el presente estudio en 3.55 millones de afios (6.44 a 1.37).



XI. RECOMENDACION

La Union Internacional para la Conservacién de la naturaleza (UICN) declar6 a R. brasiliensis, en
Peligro de extincidon (EN), se considera a las especies en esta categoria, cuando la mejor evidencia
disponible indica la reduccion en el tamafio poblacional de >70 % en los ultimos 10 afios y la
disminuciéon de individuos maduros; por lo cual se encuentran comprometida su existencia
globalmente, ya sea por causas antropogenicas, cambios en el habitat o por cambios graduales del
clima, esta seria la primera raya en aguas mexicanas con esta categoria, por esta razon es necesario
fomentar y mejorar los estudios que permitan incrementar el conocimiento biologico, ecolégico y
pesquero de la especie, robustecer las medidas de manejo para su uso no extractivo sustentable,

prevenir y mitigar las posibles amenazas para la especie y su habitat.



XIl.  APENDICES

Apéndice 1. Arbol filogenético inferido con Maxima Parsimonia del gen COI del ADNmt del género
Rhinoptera. (RbVer)=Veracruz, (RbCam)=Campeche, (RbraSao)=R. brasiliensis GenBank, (Rjay)=R. jayakari
GenBank, (Rbonh y Rbon)=R. bonasus GenBank, (RsMaz)=Mazatlan, (RsOax)=0axaca, (RsCh)=Chiapas,
(RbCo)=Colombia y (Rjav)=R. javanica. Los valores son los soportes de Bootstrap calculados con 1000

réplicas.
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Apéndice 2. Arbol filogenético inferido con Maxima Verosimilitud del gen COI del ADNmt del género
Rhinoptera. (RbVer)=Veracruz, (RbCam)=Campeche, (RbraSao)=R. brasiliensis GenBank, (Rjay)=R. jayakari
GenBank, (Rbonh y Rbon)=R. bonasus GenBank, (RsMaz)=Mazatlan, (RsOax)=0axaca, (RsCh)=Chiapas,
(RbCo)=Colombia y (Rjav)=R. javanica. Los valores son los soportes de Bootstrap calculados con 1000

réplicas.
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Apéndice 3. Arbol filogenético de Inferencia Bayesiana del gen COI del ADNmt del género Rhinoptera.
(RbVer)=Veracruz, (RbCam)=Campeche, (RbraSao)=R. brasiliensis GenBank, (Rjay)=R. jayakari GenBank,
(Rbonh 'y Rbon)=R. bonasus GenBank, (RsMaz)=Mazatlan, (RsOax)=0Oaxaca, (RsCh)=Chiapas,
(RbCo)=Colombia y (Rjav)=R. javanica. Los valores son las probabilidades posteriores.
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Apéndice 4. Arbol filogenético inferido con Maxima Parsimonia del gen Cit-b del ADNmt del género
Rhinoptera. (RbCo)=Colombia, (RsMaz)=Mazatlan, (RsOax)=0axaca, (RsCh)=Chiapas, (Rbonh)=R. bonasus
GenBank, (RbVer)=Veracruz, (RbCam)=Campeche. Los valores son los soportes de Bootstrap calculados con
1000 réplicas.
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Apéndice 5. Arbol filogenético inferido con Maxima Verosimilitud del gen Cit-b del ADNmt del género
Rhinoptera. (RbCo)=Colombia, (RsMaz)=Mazatlan, (RsOax)=0axaca, (RsCh)=Chiapas, (Rbonh)=R. bonasus
GenBank, (RbVer)=Veracruz, (RbCam)=Campeche. Los valores son los soportes de Bootstrap calculados con
1000 réplicas.
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Apéndice 6. Arbol filogenético de Inferencia Bayesiana del gen Cit-b del ADNmt del género Rhinoptera.
(RbCo)=Colombia, (RsMaz)=Mazatlan, (RsOax)=0axaca, (RsCh)=Chiapas, (Rbonh)=R. bonasus GenBank,
(RbVer)=Veracruz, (RbCam)=Campeche. Los valores son de las probabilidades posteriores.
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Apéndice 7. Arbol filogenético inferido con Mdaxima Parsimonia del gen ND2 del ADNmt del género
Rhinoptera. (RbCo)=Colombia, (Rcfbon)=R. cf. bonasus GenBank, (RsMaz)=Mazatlan, (RsOax)=0axaca,
(RsCh)=Chiapas, (RbVer)=Veracruz, (RbCam)=Campeche, (Rcfst)=R. cf. steindachneri GenBank, (Rsth)=R.
steindachneri GenBank, (Rjay)=R. jayakari GenBank, (Rjav)=R. javanica GenBank y (Rneg)=R. neglecta. Los
valores son los soportes de Bootstrap calculados con 1000 réplicas.
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Apéndice 8. Arbol filogenético inferido con Maxima Verosimilitud del gen ND2 del ADNmt del género
Rhinoptera. (RbCo)=Colombia, (Rcfbon)=R. cf. bonasus GenBank, (RsMaz)=Mazatlan, (RsOax)=0axaca,
(RsCh)=Chiapas, (RbVer)=Veracruz, (RbCam)=Campeche, (Rcfst)=R. cf. steindachneri GenBank, (Rsth)=R.
steindachneri GenBank, (Rjay)=R. jayakari GenBank, (Rjav)=R. javanica GenBank y (Rneg)=R. neglecta. Los
valores son los soportes de Bootstrap calculados con 1000 réplicas.
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Apéndice 9. Arbol de Inferencia Bayesiana del gen ND2 del ADNmt del género Rhinoptera.
(RbCo)=Colombia, (Rcfbon)=R. cf. bonasus GenBank, (RsMaz)=Mazatlan, (RsOax)=0axaca, (RsCh)=Chiapas,
(RbVer)=Veracruz, (RbCam)=Campeche, (Rcfst)=R. cf. steindachneri GenBank, (Rsth)=R. steindachneri
GenBank, (Rjay)=R. jayakari GenBank, (Rjav)=R. javanica GenBank y (Rneg)=R. neglecta. Los valores son las
probabilidades posteriores.
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Apéndice 10. Arbol filogenético inferido con Maxima Parsimonia del gen RAG1 del ADNn del género
Rhinoptera.  (RsGenBan)=R. steindachneri  GenBank, (RbVer)=Veracruz, = (RbCam)=Campeche,
(RbCol)=Colombia, (RbGenBan)=R. bonasus GenBank y (RsCh)=Chiapas. Los valores son los soportes de
Bootstrap calculados con 1000 réplicas.
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Apéndice 11. Arbol filogenético inferido con Maxima Verosimilitud del gen RAG1 del ADNn del género
Rhinoptera.  (RsGenBan)=R. steindachneri  GenBank, (RbVer)=Veracruz, = (RbCam)=Campeche,
(RbCol)=Colombia, (RbGenBan)=R. bonasus GenBank y (RsCh)=Chiapas. Los valores son los soportes de
Bootstrap calculados con 1000 réplicas.
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Apéndice 12. Arbol de Inferencia Bayesiana del gen RAG1 del ADNn del género Rhinoptera. (RsGenBan)=R.
steindachneri GenBank, (RbVer)=Veracruz, (RbCam)=Campeche, (RbCo)=Colombia, (RbGenBan)=R. bonasus
GenBank y (RsCh)=Chiapas. Los valores son las probabilidades posteriores.
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Apéndice 13. Arbol filogenético inferido con Maxima Parsimonia de los genes (Cit-b + ND2 + COIl) del ADNmt
del género Rhinoptera. (RbCol)=Colombia, (RbGenBan)=R. bonasus GenBank, (RsMaz)=Mazatlan,
(RsCh)=Chiapas, (RstGenBan)=R. steindachneri GenBank, (RbVer)=Veracruz y (RbCam)=Campeche. Los
valores son los soportes de Bootstrap calculados con 1000 réplicas.
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Apéndice 14. Arbol filogenético inferido con Maxima Verosimilitud de los genes (Cit-b + ND2 + COl) del
ADNmt del género Rhinoptera. (RbCol)=Colombia, (RbGenBan)=R. bonasus GenBank, (RsMaz)=Mazatlan,
(RsCh)=Chiapas, (RstGenBan)=R. steindachneri GenBank, (RbVer)=Veracruz y (RbCam)=Campeche. Los
valores son los soportes de Bootstrap calculados con 1000 réplicas
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Apéndice 15. Arbol filogenético de Inferencia Bayesiana de los genes (Cit-b + ND2 + COl) del ADNmt del
género Rhinoptera. (RbCol)=Colombia, (RbGenBan)=R. bonasus GenBank, (RsMaz)=Mazatlan,
(RsCh)=Chiapas, (RstGenBan)=R. steindachneri GenBank, (RbVer)=Veracruz y (RbCam)=Campeche. Los
valores son las probabilidades posteriores.
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Apéndice 16. Estimacidn de los tiempos de divergencia con los intervalos superiores e inferiores al 95 % de
las densidades posteriores mayores (HPD) para el género Rhinoptera del gen COIl del ADNmt.

Nodo Media 95 % HPD

1 53.94 37.44 - 7422
2 43.25 33.2-53.18
3 25.65 17.22 - 34.87
4 21.22 13.71 - 29.59
5 9.52 493 -15.46
6 2.15 0.56 - 4.49
7 0.95 0.1-2.35
8 0.89 0.02 - 2.67
9 5.84 2.73-10.08
10 3.55 1.37 - 6.44
11 0.38 0—1.61
12 1.18 0.03 - 3.46
13 4.99 2.02-9.07

Apendice 17. Valores de divergencia genética intraespecifica e interespecifica en especies de
elasmobranquios, utilizando genes del ADNmt. Golfo de California (GC), Costa del Pacifico de Baja California
(CPBC), Pacifico occidental y Central (POcC), Golfo de México (GM), Costa Atlantica (CA), , Pacifico oriental
(PO), Caribe colombiano (Cc). Tomado y modificado de Sandoval-Castillo & Rocha-Olivares, 2011.

Distancias Intraespe cificas localidad n Gen d (%) Referencias
Rhinoptera steindachneri GC/PO 6 COI 6.5 Este estudio
Rhinoptera bonasus CA/Cc 15 COI 1.8 Este estudio
Aetobatus narinari CA/PO 8 COI 1.1 Richards et al.(2009)
Aetobatus narinari POcC/CA 33 COI 2.8 Richards et al.(2009)
Aetobatus narinari POcC/PO 11 COI1 39 Richards et al.(2009)
Rhinoptera bonasus CA/Cc 12 Cit-b 1.6 Este estudio
Aetobatus narinari CA/PO 8 Cit-b 2.5 Richards et al.(2009)
Aetobatus narinari POcC/PO 11 Cit-b 2.7 Richards et al.(2009)
Aetobatus narinari POcC/CA 28 Cit-b 3.0 Richards et al.(2009)
Gynmura marmorata GC/CPBC 120 NADH2 <0.01 Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares (2011)
Narcine entemedor GC/CPBC 80 NADH2 0.0 Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares (2011)
Rhinobatos productus GC/CPBC 136 NADH2 1.2 Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares (2011)
Mpyliobatis californica GC/CPBC 75 NADH2 0.3 Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares (2011)
Rhinoptera steindachneri GC/CPBC 76 NADH2 10.0 Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares (2011)
Rhinoptera bonasus CA/Cc 6 NADH2 2.0 Este estudio
Rhinoptera steindachneri CPBC/PO 7 NADH2 6.2 Este estudio
Rhinoptera steindachneri GC/PO 11 NADH2 9.5 Este estudio
Rhinoptera steindachneri GC/CPBC 6 NADH2 11.2 Este estudio
Rhizoprionodon terranovae GM/CA 52 RC <0.01 Heist (1999)
Rhinobatos productus GC/CPBC 64 RC 2.5 Sandoval-Castillo et al. (2004)
Distancias Interespecificas
Especie 1 Especie 2 Gen d (%) Referencia
Narcine entemedor N. vermiculata ~ NADH2 4.0 Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares (2011)
Rhinobatos productus R. glaucostigma ~ NADH2 5.0 Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares (2011)
Mpyliobatis californica M. longirostris ~ NADH2 8.8 Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares (2011)
Dasyatis dipterura D. longa NADH2 33 Sandoval-Castillo y Rocha-Olivares (2011)
Himantura pacifica H. Schmardae Cit-b 6.5 Richards et al. (2009)

Potamotrygon motoro P. castexi Cit-b 4.1 Richards et al. (2009)
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