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RESUMEN
El género Aetobatus pertenece a la familia Aetobatidae y consta de 5 especies reconocidas y
son: A. narinari, A. laticeps A. narutobiei, A. flagellum y A. ocellatus. Su nombre comdn es
raya aguila pelégica y se la considera vulnerable ya que esta expuesto a presiones pesqueras y
actividades antropogénicas. En Galapagos, no se han registrado estudios sobre rayas aguila, por
ende, se tiene poca informacion de este género. El objetivo de este estudio se centrd en utilizar
técnicas moleculares para realizar una revision del género especificamente en las rayas aguila
del Pacifico Oriental y asi conocer la identidad de las especies de la isla San Cristobal. Para
esto, se colectaron 56 muestras de rayas aguilas juveniles y adultas en cinco sitios de la Isla
San Cristobal y 6 muestras en Costa Rica. Para los analisis moleculares, se realizé extraccion
de ADN de cada individuo, se amplificd el gen mitocondrial Cyt B mediante PCR y se
secuencio. Ademas se incluyeron para los analisis 41 accesiones de GenBank de cuatro especies
de este género. Mediante la construccion de dos arboles filogenéticos, con Inferencia Bayesiana
(BI) y Maxima Verosimilitud (ML), fue posible observar una asociacion cercana de la especie
en San Cristobal con muestras de A. ocellatus del Indo-Pacifico y Pacifico Central. Asimismo,
la Unica muestra de Costa Rica analizada en este estudio se agrupd con las secuencias de A.
laticeps sugiriendo su asociacion y dsitribucion a zonas costeras del Pacifico Este Tropical. El
calculo de distancias géneticas y la red de haplotipos obtenidos en este estudio, generaron
resultados similares que indicaron que la especie de San Cristobal-Galapagos estan
estrechamente relacionadas con A. ocellatus y no con A. laticeps como indica la literatura. Se
presentaron hallazgos importantes que ayudaran a la conservacion y preservacion de la especie
en estudio. Es recomendable realizar futuras investigaciones donde se utilicen marcadores

moleculares de mayor resolucidn para determinar relaciones dentro de A. ocellatus en las islas.

Palabras claves: Aetobatus laticeps, Aetobatus ocellatus, Cyt B, filogenia, red de haplotipo,

San Cristdbal, Galapagos, distribucion, conservacion, leyes



ABSTRACT

The genus Aetobatus belongs to the Aetobatidae family and is divided into five recognized
species and they are: A. narinari, A. laticeps, A. narutobiei, A. flagellum and A. ocellatus. Its
commonly known as pelagic eagle ray and has been considered vulnerable due to continuous
exposure to fishing pressures and anthropogenic activities. In Galapagos, no studies on eagle
rays have been recorded, therefore, little information is available on this genus. The objective
of this study was to use molecular techniques to develop a review of the genus, with emphasis
on the eagle rays of the Eastern Pacific. Furthermore, to accurately identify the species of San
Cristobal Island. A total of 56 samples of juvenile and adult eagle rays were collected in five
sites on San Cristobal Island and 6 samples in Costa Rica. For the molecular analyzes, DNA
extraction from each individual was performed, the mitochondrial Cyt B gene was amplified
by PCR and sequenced. Additionally, 41 GenBank accessions of the four species of this genus
were included for the analyses. Through the construction of two phylogenetic trees, with
Bayesian Inference (BI) and Maximum Likelihood (ML), it was possible to observe a close
association of the species on San Cristdbal Island, with A. ocellatus from the Indo-Pacific and
Central Pacific localities. Likewise, the only sample from Costa Rica analyzed in this study
grouped with the sequences of A. laticeps, suggesting its association and distribution to coastal
areas of the Eastern Tropical. The calculation of genetic distances and the haplotype network
obtained in this study, generated similar results that indicated that the San Cristobal-Galapagos
species are closely related to A. ocellatus and not to A. laticeps as previously indicated in the
literature. Important findings were presented that will help the conservation and preservation
of the species under study. Future research is recommended where higher resolution molecular

markers are used to determine relationships within A. ocellatus on the islands.

Keywords: Aetobatus laticeps, Aetobatus ocellatus, Cyt B, phylogeny, haplotype network, San

Cristobal, Galapagos, distribution, conservation, laws.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Los elasmobranquios son peces pertenecientes a la clase Condrictios
(Chondrichthyes), y se conocen comunmente como peces cartilaginosos. Este grupo se
caracteriza por poseer esqueleto compuesto de tejido cartilaginoso, piel cubierta de
escamas placoideas, sin vejiga natatoria ni pulmones y su forma de respiracion es a través
de cinco a sietes pares de branquias (Greenberg, 2008). Existen dos grupos de
elasmobranquios que son los tiburones o selacimorfos y las rayas o batoideos (Castro,
2015). Este altimo subgrupo es considerado como el méas grande de peces Condrictios y
actualmente se han reportado 26 familias y 633 especies con nombres validos, pero es
conocido que existen alrededor de 50 especies que no han sido descritas o reconocidas
(Last et al., 2016). Estan distribuidas a nivel mundial, habitando ambientes de agua
salada, salobre y dulce, ya sea por una parte, o la totalidad de sus vidas (Castro, 2015).
Se ha demostrado que extinciones locales de ciertas rayas en lugares como el Mar Negro
pueden tener consecuencias serias en las redes tréficas (Flowers, Heithaus, &
Papastamatiou, 2020). Es de fundamental importancia, por lo tanto, entender el rol de las

rayas en la dindmica de la comunidad y su funcién en el ecosistema marino.

Los tiburones y rayas mas grandes se encuentran en constante peligro, en especial los que
viven en aguas poco profundas debido a que estas zonas son méas accesibles para
actividades humanas (Dulvy et al., 2014). La Lista Roja de Especies Amenazadas de la
Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) indic6 que el 33% de
rayas y tiburones del mundo se encuentra en peligro de extincidn, siendo las especies de
rayas, las que se encuentran en mayor riesgo (IUCN, 2020). Dulvy et al. (2014) evalud el
estado de conservacion de rayas a nivel global y encontr6 que, de un total de 539 especies,

28 estan en peligro de extincion, 14 en peligro critico, 65 son vulnerables, 62 estan casi
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amenazadas, 114 estan categorizadas con menor preocupacion y 256 se clasifican como
especies con datos insuficientes. La Gltima actualizacion de la UICN determind que de
estas 256 especies, 23 fueron asignadas a otras categorias: 13 especies en menor

preocupacion, 4 casi amenazadas, 3 vulnerables y 2 en peligro de extincion (IUCN, 2020).

Las amenazas que enfrentan estos grupos, junto con el desconocimiento general
de un gran nimero de especies, resaltan la importancia de su estudio y monitoreo a largo
plazo. En Ecuador existe legislacion a nivel nacional (e.g. Decreto Ejecutivo 486 donde
consta el Plan de Accion Nacional para la Conservacion y Manejo de los Tiburones en el
Ecuador, Vallejo, 2007) y local (e.g. Decreto Ejecutivo 3399, en la Reserva Marina de
Galapagos) que busca apoyar la conservacion de este grupo. Sin embargo, ésta Gltima
aplica a tiburones y mantarrayas unicamente (Coello, 2005). Adicionalmente, en el afio
2019, el Gobierno de Ecuador prohibid la retencion de las especies Raya pinta o rayas de
manchas blancas (Aetobatus laticeps) y Raya pato (Myliobatis longirostris), segun un
Acuerdo Ministerial publicado en el Registro Oficial N° 475, donde se prohibe la
retencion, transporte, procesamiento y/o comercializacion de las especies sefialadas, y se

obliga a devolverlas al mar en caso de captura incidental (Gobierno del Ecuador, 2019).

1.2 Género Aetobatus: relaciones filogenéticas

En Galapagos existen aproximadamente 15 especies de batoideos, incluyendo a la
raya aguila del género Aetobatus, una de las especies mas comunes y carismaticas
(Galapagos Conservancy, 2018). Esta pertenece a la familia Aetobatidae, que consta de
cinco especies, todas pertenecientes al género Aetobatus: Aetobatus flagellum o raya
aguila de cabeza larga (en peligro de extincion); Aetobatus narinari o raya aguila
manchada (casi amenazada); Aetobatus narutobiei o raya aguila Naru (No Evaluada);
Aetobatus ocellatus o raya aguila ocelada (Vulnerable) y Aetobatus laticeps o raya aguila

de manchas blancas del Pacifico que no ha sido evaluada (White & Naylor, 2016). Si bien
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el género fue considerado anteriormente como parte de la familia Myliobatidae
(Elasmodiver, 2007), un estudio confirm¢d su elevacién a familia completa debido a
caracteres diferentes en su morfologia comparados con otros miembros de Myliobatidae
(White & Naylor, 2016). Anteriormente, A. laticeps, A. ocellatus y A. narinari se
consideraban como una misma especie. Sin embargo, un estudio morfoldgico, genético y
parasitologico confirmd que se trata de especies diferentes estrechamente relacionadas

que pueden identificarse facilmente por su rango de distribucion (Richards et al., 2009).

Mientras A. narinari se distribuye en el Atlantico occidental formado por un linaje
genético Unico que esta extendido entre Florida y sureste de Brasil, A. laticeps se restringe
al Pacifico Este Tropical, y A. ocellatus se distribuye en el Indo-Pacifico y Pacifico
Central (Sales et al., 2019). Los analisis que resolvieron la diferenciacion de estas
especies incluyeron analisis moleculares de marcadores mitocondriales. En el caso de A.
laticeps y A. narinari se incluyeron especimenes de la costa Atlantica de Brasil (n=19) y
Costa Pacifica de México (n=2) (Sales et al., 2019). Sin embargo, hasta el momento no
existen estudios que incluyan muestras de otras localidades del Pacifico Este Tropical,
que revisen estructura, o relaciones filogenéticas entre las rayas aguila en la region. El
Unico estudio en Ecuador, se enfoca en el comportamiento, distribucion y fidelidad de
sitio de la especie Aetobatus laticeps en la Reserva Marina El Pelado en Santa Elena, pero

no incluye analisis genéticos (Ronquillo & Arteaga, 2019).

1.3 Género Aetobatus: amenazas de conservacion

Entre las principales amenazas para el género Aetobatus se ha identificado la intensa
presion pesquera en el Pacifico Oriental ademas de su bajo potencial reproductivo (Kyne
et al., 2006). En Ecuador, tanto rayas como tiburones han formado parte de capturas
incidentales en pesquerias artesanales donde su carne ha sido aprovechada para su

comercializacion, haciendolas pasar por carne de pescado (como picudo o corvina) y
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vendiéndolas a bajo precio; ademas, sus subproductos como aletas y cartilagos han sido
exportados al mercado internacional (Mateo, 2014). Otra de las amenazas es la
intensificacion de la mortalidad natural debido a factores antropogénicos tales como
contaminacion o alteracion de ciertas areas para las poblaciones, asi como también

factores naturales como los fuertes impactos de eventos El Nifio (Coello, 2005).

Aunque no existen estudios dirigidos especificamente en la poblacidn de rayas aguila
en las Islas Galapagos, es probable que compartan las mismas amenazas que las
poblaciones del continente. Esto sumado al impacto del aumento de actividades turisticas
que se han suscitado en las islas en los Gltimos afios, y que en ocasiones coinciden con
zonas criticas para las especies, como areas de crianza. La cantidad de embarcaciones que
se han construido para fines turisticos y de pesca suman en la actualidad 443 solo en

Puerto Baquerizo Moreno.

1.4 Estudios genéticos y su importancia para la conservacion de batoideos

El uso de marcadores moleculares para mapeos genéticos, diversidad genética,
estructura poblacional, filogenias, etc, se ha convertido en una préctica frecuente en
conservacion (Solis & Andrade, 2005), ha permitido estudiar una gran cantidad de
especies y tener mas informacién sobre las mismas y su relacion con el ecosistema

(Manriquez-Morén, 2013).

El gen mitocondrial CytB se ha considerado como uno de los genes mas Utiles para
llevar a cabo trabajos filogenéticos y probablemente es uno de les genes mitocondriales
mas conocidos por su estructura y funcion de productos proteicos (Esposti et al., 1993).
Su utilidad filogenética ha sido explotada ampliamente en estudios sistematicos con el
objetivo de resolver divergencias en varios niveles taxondmicos entre taxones vertebrados

y particularmente en peces como es el caso del estudio en peces ciclidos (Farias et al.,
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2000); estudios de filogenia molecular entre rayas marinas y de agua dulce Asiaticas
(Sezaki et al., 1999); y en la misma delineacion de especies e historia evolutiva del
complejo de especies Aetobatus narinari (Richards et al., 2009), entre otros estudios con
rayas del género Aetobatus (Sales et al., 2019; Sellas et al., 2015; Schluessel et al., 2010).
Si bien estudios sobre A. narinari nos han llevado a concluir que especies cercanas
podrian mostrar un comportamiento y biologia similar; se necesitan estudios especie-
especificos que permitan determinar con certeza la distribucion de cada especie, asi como

sefialar las similitudes y diferencias con otras especies de su género.

Este es el primer estudio que analiza relaciones filogenéticas de poblaciones de raya
aguila en las islas Galapagos, y el primero en incluir muestras de nuevas localidades del
Pacifico Este Tropical para un analisis del género. Mediante este estudio pretendemos
desarrollar recursos genéticos e informacion para responder preguntas sobre la relacién
filogenética de rayas aguila en la Isla San Cristobal y Costa Rica. El conocimiento aqui
generado, proporcionara informacion Gtil para fines de conservacion de esta especie, asi
como para resolver las relaciones filogenéticas de la raya aguila dentro del Pacifico Este
Tropical. Como objetivo general se realiz6 una revision de género Aetobatus, incluyendo

las muestras obtenidas de la isla San Cristobal y Costa Rica.
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2. METODOS

2.1 Procedimiento de muestreo y Laboratorio

Para este estudio se recolectaron 56 muestras de Aetobatus sp. en las islas Galapagos,
especificamente en la isla San Cristobal. Aqui se tomaron muestras de rayas juveniles y
adultas en cinco lugares alrededor de la isla San Cristobal: 21 muestras al Este (Rosa
Blanca 1 y Rosa Blanca 2) y 35 muestras al Oeste (Cerro Brujo, Puerto Grande y La
Seca). Ademas se obtuvieron 6 muestras adicionales del Pacifico Norte de Costa Rica,
(Figura 1). Se utiliz6 como grupo externo una muestra de Dasyatis brevicaudata. Para los
analisis del género se utilizaron 41 secuencias de GenBank de las especies: A. narinari,

A. flagellum, A. ocellatus y A. laticeps de distintas regiones del mundo (Tabla 1).

Para las rayas aguilas juveniles o pequefias (menos de 50 cm de ancho de disco) se
extendio una red de pesca hasta formar un circulo o corral en el que se las encerro.
Posterior a esto, con ayuda de una tina plastica, se sacd una por una a las rayas para
subirlas al bote donde se tomaron medidas estdndar. Una vez tomadas las medidas, se
colectd un clip de aleta pélvica de cada individuo (Figura 2), y finalmente se la regreso al
mar. Cabe recalcar que el proceso de manipulacion duré menos de 3 minutos por
individuo para no perjudicar la salud de los mismos. Para las rayas adultas (méas de 50 cm
de ancho de disco), se tomo la muestra mediante snorkel, y a una distancia prudente,
usando una punta de biopsia atada a una vara hawaiana modificada (Figura 3); una vez
tomadas las muestras de tejido en ambos casos, se almacenaron en alcohol al 96% vy

fueron llevadas al laboratorio donde se las coloco a 4°C para su preservacion.
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2.2 Extraccién y cuantificacion de ADN de Aetobatus sp.

El ADN gendmico se extrajo de los clips de aletas de Aetobatus sp. mediante el
protocolo de Broderick et al. (2011), estandarizado previamente en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito. Se cort6 y pesé 0.01 ¢
de tejido (muscular) en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se afiadieron 495 pL de buffer de
lisis y 5 pL de proteinasa K al tubo, y se mezcl6 varias veces. Se realizd vortex por 2
minutos y se incubd por 16-19 horas a 53°C con agitacion hasta que la mayor parte del
tejido haya lisado. Se agregaron 250 pL de acetato de amonio frio y se mezclo
vigorosamente. Se centrifugaron los tubos a una velocidad de 13200 rpm durante 20 min
a una temperatura de 4°C. Se traslad6 el sobrenadante a tubos Eppendorf nuevos
previamente rotulados, evitando resuspender el precipitado en el fondo de los tubos
centrifugados, para este paso se colocé el sobrenadante de cada muestra en dos tubos
Eppendorf de 1.5 mL. Se afiadio 750 pL de etanol frio al 100% a cada tubo y se mezclo.
Se centrifugd nuevamente a 13200 rpm por 20 min a 4°C y se comprob0 que se haya
formado un precipitado en el fondo del tubo. Se descarto el sobrenadante y se afiadieron
500 pL de etanol frio al 100%. Se resuspendio el precipitado que contenia el ADN para
lavarlo y se volvid a centrifugar con las condiciones anteriores. Se dejo reposar el
contenido por 30 minutos en la centrifuga. Se descarto la mayor cantidad de etanol sin
levantar el precipitado y se coloco a los tubos en la cdmara de flujo laminar por 30 minutos
para que el etanol remanente se evapore. Finalmente, se resuspendio el ADN en 30 ul de

TE 1X y se almacend a -20°C hasta ser utilizado.

2.3 Cuantificacion y evaluacion de la calidad del ADN extraido
La concentraciébn y pureza del ADN extraido se determind usando un
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Madison, 2009). Para la

determinacion de la pureza del ADN se utilizaron indices de absorbancia de 260/280,
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siendo el rango de pureza 6ptima > 1.8 y 260/230 con rango de pureza 6ptima > 1.8-2.2
(CIT, 2009). Se diluyeron las muestras a una concentracion final de 10 ng/uL para las
reacciones de PCR y se almacenaron a -20°C. La integridad del ADN se determind
mediante geles de agarosa al 1% (80V, 45 min) con el uso de SYBR safe DNA gel stain
(Invitrogen) y finalmente se observaron los resultados en el fotodocumentador BioRad

Gel Doc XR (BIORAD).

2.4 Seleccion de primers y Amplificacion de PCR

En este estudio se amplificd el gen Cyt B mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), usando los primers AnarCBF1
(5°-GAGGGGCAACTGTCATCACTAACC-3’; Richards et al. 2009) y AnarCBR2 (5 *-
AGCAATTTGTCCGATGGTGA-3’; modificado de Richards et al. 2009). Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 30 ul compuestos por una
concentracion final de 1X y 3 ul de Buffer ¢ PCR (Invitrogen), 1.5 mM de MgCI2
(Invitrogen), 0.2 mM de dNTPs (Invitrogen), 1 uM de los primers forward y reverse, 1
unidad de Taqg polimerasa (Invitrogen) y 5 ng de ADN gendmico. EIl programa del
termociclador se establecido con una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min,
seguido de 35 ciclos de 94 ° C durante 15 s, 60 ° C durante 30 sy 72 ° C durante 1 min y
una extension final de 72 °C por 7 min. Los productos de PCR se enviaron a purificar y

secuenciar en Macrogen-Korea.

2.5 Limpiezay edicion de secuencias de ADN

Las secuencias de CytB en este estudio se alinearon en Geneious version 2020.1.2
(Kearse et al., 2012) utilizando la herramienta Geneious (Geneious, 2020) en modo
predeterminado. Las secuencias alineadas automaticamente fueron inspeccionadas
visualmente para verificar posibles incongruencias. Una vez terminado este proceso, se

utilizo el programa Mesquite version 2.75 (Maddison & Maddison, 2006) donde se
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realiz6 una segunda inspeccién del alineamiento y se configuraron las particiones.
Finalmente se exportd la matriz como archivo “.nexus” para el posterior analisis en el
programa MrBayes, obteniendo un bloque de datos predefinidos con las posiciones de los
codones. A continuacion se utilizé el software Partition Finder2 version 2.1.1 (Lanfear et
al., 2016) con el objetivo de seleccionar modelos de evolucion ideales para cada particion
y ejecutar el anélisis filogenético (Tabla 2). La busqueda se realiz6 con una configuracion

béasica donde se seleccionaron todos los modelos de evolucion (all).

2.6 Analisis filogenéticos

Los analisis filogenéticos se corrieron en base al criterio de inferencia bayesiana (BI)
usando MrBayes v 3.2.7a (Ronquist et al., 2012), y el criterio de maxima verosimilitud
(ML) usando RAXML v 0.9.0 (Kozlov, 2020). Para BI, se usaron los modelos evolutivos
definidos en Partition Finder2 (Lanfear et al., 2016). Se realizd el muestreo MCMC
(Markov Chain Monte Carlo), con dos corridas simultdneas de 10 millones de
generaciones donde cada una consté de cuatro cadenas (nchains=4) es decir, tres cadenas

calientes y una cadena fria. Finalmente se utilizé un Burn-in del 25%.

Para la corrida de ML se exportd el alineamiento en formato PHYLLIP usando el
conversor del programa Geneious (Geneious, 2020). Se usaron los modelos de evolucion
obtenidos a priori en Partition Finder2, el cual se especifica en la seccion “multiple
models” (Kozlov, 2020). Para el analisis en la basqueda del arbol, se agregaron todas las
opciones y para los arboles iniciales se selecciond a parsimonia y aleatorio con valores
predeterminados. Finalmente se utilizd un Boootstraping automatico con valor

predeterminado del 0,03 (Kozlov, 2020).
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2.7 Distancias genéticas

Las distancias genéticas para Cyt B se calcularon utilizando las muestras extraidas de
Galépagos, Costa Rica y las secuencias de las diferentes especies y localidades descritas
con anterioridad utilizando el programa MEGA-X v 10.1.8 (Kumar et al., 2018). Para
construir este calculo se utilizd una distancia por pares con el parametro p-distance

(MEGA, 2000). La matriz de distancias genéticas se exporto a Excel.

2.8 Red de Haplotipos

Para realizar la red de haplotipos, se utilizd el software DnasSP version 5.10.01
(Librado & Rozas, 2009) y el alineamiento en formato “Fasta”. Se determind la diversidad
de haplotipos usando la opcion generar datos de haplotipo. Posteriormente, el archivo
generado se exportd en formato “Nexus haplotype data file” y con este se construyo la
red de haplotipos en el programa PopArt utilizando el algoritmo Median Joining (Bandelt,

Forster, & Rohl, 1999).
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3. RESULTADOS

3.1 Extraccién y cuantificacion de ADN de tejido de Aetobatus sp.

Se extrajo con éxito el ADN de las 62 muestras procesadas proveniente de las islas
Galapagos y Costa Rica (Anexo B). EI ADN gendmico present6 concentraciones dentro de
un rango de 277 ng/uL a 22,044 ng/uL (Anexo B). Por otra parte, se evalu6 la calidad
del ADN con la relacion de absorbancias 260/280 y 260/230, que se encontraron en un
rango de 1.85-1.99 y 1.54-2.23, respectivamente (Anexo B). De acuerdo a los datos
cuantificados obtenidos, las muestras registraron ADN de alta calidad. A excepcién de
las muestras de Costa Rica que presentaron valores menores a los ideales de calidad y

pureza.

3.2 Amplificacion y secuenciacion de ADN de Aetobatus

Las 62 muestras de ADN de Aetobatus sp. fueron amplificadas exitosamente para el
gen Cyt B. Todas estas muestras mostraron un tamafio de alrededor de 540 pares de base
(Figura 4). De un total de 62 extracciones de ADN de Aetobatus sp., 38 (61,3%) fueron
secuenciadas con éxito (36 muestras de San Cristobal-Galapagos, 1 de Costa Ricay 1 del
grupo externo). Se descartaron las 24 secuencias de mala calidad ya que estas debian
secuenciarse nuevamente pero no se logrd realizar dicho procedimiento debido a la
pandemia por COVID-19. El tamafio obtenido de las secuencias luego de su limpieza y
usadas para los siguientes analisis fue de 528 pares de bases.

3.3 Analisis filogenéticos

El arbol filogenético realizado bajo el criterio de inferencia bayesiana (Figura 5),
muestra cuatro clados con alto soporte, una para cada especie del género Aetobatus. El
primer clado con alto soporte (probabilidad posterior = 1) agrupd las 3 muestras de

Aetobatus flagellum de China y Japon reportadas por Richards et al. (2009). El segundo
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clado con alto soporte (probabilidad posterior = 0.96) agrupé a las muestras de A. laticeps

de México y Mazatlan del Pacifico Este Tropical.

El tercer clado presento alto soporte (probabilidad posterior = 0.98) y agrupé a las
muestras de la especie A. narinari pertenecientes al Atlantico Norte, Centro y Sur;
mientras que el cuarto clado, también con un soporte alto (probabilidad posterior = 1)
agrupd a todas las muestras colectadas de San Cristobal-Galapagos junto a las muestras
obtenidas en GenBank reportadas como A. ocellatus provenientes del Indo-Pacifico y

Pacifico Central.

El arbol calculado bajo maxima verosimilitud (ML) (Anexo C) fue congruente con el
arbol de inferencia bayesiana (IB). Este arbol también mostré cuatro clados bien
diferenciados. El primer clado con alto soporte bootstrap (bs = 96) agrup6 a la especie A.
flagellum, el segundo clado con alto soporte (bs = 99) agrupé a la especie A. laticeps,
incluyendo a la muestra de Costa Rica. El tercer clado con soporte alto (bs = 93) agrupé
a la especie A. narinari (bs = 99) y el cuarto clado correspondié a la especie A. ocellatus

(bs = 96), incluyendo las muestras de Galapagos.

3.4 Distancias Genéticas

Al obtener la matriz de distancias genéticas para el gen Cyt B, se determind que el
rango de distancia genética entre el grupo externo y todas las muestras pertenecientes a
Aetobatus fue del 19-21% (Tabla 3). La especie Aetobatus flagellum presento el grado
de diferenciacion mas alto dentro del género con un rango de entre 10-12%. A
continuacion, A. laticeps mostré un rango de diferenciacion de entre 2-3% con respecto

a A. narinari y A. ocellatus - incluyendo a las muestras de Galapagos.

El rango de distancias calculado entre el grupo de A. narinari y su clado hermano A.

ocellatus fue del 3-4%. Finalmente, se evidencio que el rango de distancias entre las

21



muestras obtenidas de Galapagos (Aetobatus sp.) y las muestras de A. ocellatus obtenidas

de Genbank fue de entre 0 al 1%.

3.5 Red de Haplotipos

Al analizar las 79 secuencias del género Aetobatus (Galapagos n=36, Grupo externo
n=1, Costa Rica n=1, GenBank n= 41) se detectd un total de 25 haplotipos (Anexo D).
De estos 25 haplotipos, 16 fueron tnicos y 9 fueron haplotipos compartidos (el rango de
individuos presentes en estos haplotipos fue de 2 hasta 25 individuos). Como se indica en
la Figura 5, las secuencias provenientes de Galapagos se agruparon con las secuencias de

A. ocellatus correspondientes a las localidades del Indo-Pacifico y Hawai.

La uUnica secuencia de Costa Rica obtenida en este estudio se agrupd con las
secuencias de A. laticeps del Pacifico Este de la localidad de México y Mazatlan,
separadas por un evento mutacional. Mientras que las secuencias de A. narinari del
Atlantico Norte, Central y Sur quedaron separadas de las secuencias de Galdpagos-A.
ocellatus y A. laticeps por 9 y 10 eventos mutacionales, respectivamente. Finalmente, las
secuencias de la especie A. flagellum de China presentaron 42 eventos mutacionales con

respecto a las otras especies de Aetobatus.
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4. DISCUSION

4.1 Biogeografia del género Aetobatus

Las rayas del género Aetobatus han sido poco estudiadas en general (Last et al., 2016).
Tradicionalmente se consideraba que A. narinari era una especie con amplia distribucién
en todos los océanos del mundo, pero estudios basados en evidencia geneética y
morfoldgica realizados por Richards et al. (2009), Schluessel et al. (2010) y White et al.
(2010) reconocieron que se trataba de un complejo de especies: A. narinari distribuida en
el Océano Atlantico, A. laticeps distribuida en el Pacifico Este Tropical, y A. ocellatus

distribuida en el Indo-Pacifico y Pacifico Central (White, 2014; White et al, 2010).

Los resultados obtenidos en este estudio brindan un nuevo enfoque sobre la
distribucion de las especies A. laticeps y A. ocellatus. Las muestras analizadas de
Galépagos (Pacifico Este Tropical) se agruparon con las muestras de A. ocellatus (Indo-
Pacifico y Pacifico Central), y no con A. laticeps como se esperaba de acuerdo a las
descripciones de la literatura (Richards et al., 2009; Sales et al., 2019). Por lo tanto, este
estudio sugiere la expansion de distribucion de A. ocellatus del Indo Pacifico y Pacifico
Central hacia el Pacifico Este Tropical, siendo asi la especie con la distribucion mas
amplia del género. Alternativamente, podria tratarse de un complejo de especies dentro

de A. ocellatus distribuidas a ambos lados del Pacifico.

La Unica secuencia analizada de la costa del Pacifico de Costa Rica se agrupo con las
muestras de A. laticeps de México y Mazatlan del Pacifico Este Tropical (Sales et al.,
2019), lo que sugiere que la distribucion de esta especie podria estar asociada a zonas
costeras del PET. Este es el primer estudio genético que incluye muestras de localidades
fuera de México para esta especie, y resalta la importancia de desarrollar informacion

para especies poco estudiadas.
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Asimismo, se evidencid que la especie Aetobatus flagellum fue la mas lejana de las
especies analizadas en esta investigacion. Ademas, existen registros que mencionan
diferencias fenotipicas bien marcadas entre A. flagellum comparadas con A. narinari, A.
laticeps y A. ocellatus, como por ejemplo su coloracién dorsal lisa facilmente distinguible
por su color pardusco a diferencia de A. ocellatus, que posee un color de gris verdoso a
negruzco y manchas blancas formando patrones (White & Moore, 2013). White y Moore
también sefialan la longitud del 16bulo rostral el cual es mas largo en A. flagellum

comparada con A. narinari o A. ocellatus.

La distancia genética es conocida como una medida de divergencia genética entre
especies 0 poblaciones, donde se establece que aquellas poblaciones con varios alelos
similares tendran distancias genéticas pequefias, mientras que aquellos que sean
diferentes tendran distancias mas grandes (Nei, 1987). En este estudio se obtuvo la menor
distancia genética entre las muestras de Galapagos (la cual se denomind como Aetobatus
sp.) y Aetobatus ocellatus, lo cual sugiere que se puede tratar de la misma especie, o de
especies estrechamente relacionadas. Mientras que la mayor distancia genética se obtuvo
entre la especie Aetobatus flagellum y las demaés especies analizadas en este estudio, lo
cual se corrobord6 con la literatura sobre su relacién lejana en el género (White & Moore,

2013; Sales et al., 2019).

La red de haplotipos es congruente con los analisis filogenéticos y de distancias
genéticas ubicando a Aetobatus sp. de Galapagos junto a A. ocellatus del Indo-Pacifico y
Pacifico Central. La especie A. ocellatus se encuentra en estado vulnerable y por tal razén
cuenta con proteccion en la costa Este de Australia, especificamente en el extenso Parque
Marino de la Gran Barrera de Coral y en las islas Maldivas, situadas en el Océano Indico
(Kyne et al., 2016). Sin embargo, esta especie no cuenta con proteccion legal en el

Pacifico Este Tropical ya que su distribucion se pensaba limitada al Pacifico Central e
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Indo-Pacifico. (Sales et al.,, 2019). La informacién presentada aqui contradice la
informacion descrita en la literatura, y representa un nuevo registro para Galapagos y
Ecuador. Este es un paso fundamental para entender la distribucion de especies poco

estudiadas, y para desarrollar estrategias de conservacion que las protejan a largo plazo.

En la isla San Cristobal se identificd que ciertos lugares de muestreo de la especie en
estudio coinciden con altas presiones pesqueras y actividades turisticas. Estas podrian
tener un impacto negativo como la destruccion de su habitat y decrecimiento poblacional
(FAO, 2016). Este estudio ayudd a determinar la identidad de la especie en esta isla, la
cual esta actualmente catalogada como vulnerable (Kyne et al., 2016). Dicha informacién
ayudara a tomar medidas estrictas de conservacién, como por ejemplo la proteccién
inmediata de sus habitats y a la creacion de un Acuerdo Ministerial que prohiba su captura
o tenencia ilegal. Para complementar esta investigacion, se deben realizar nuevos estudios
donde se utilicen marcadores moleculares con mayor resolucién para asi determinar
relaciones dentro de A. ocellatus y conocer si los individuos de Galapagos corresponden

a ésta especie o se trata de una especie altamente relacionada no descrita.

4.2 Metodologia de laboratorio

Finalmente, este estudio determind que el protocolo de Broderick et al. (2011) fue
efectivo para la extraccion de ADN gendmico de rayas aguila ya que se obtuvo una
concentracion alta con un rango de 277,1 ng/pl a 3297,3 ng/ul de ADN (Anexo C), muy
por encima del valor minimo requerido para una reaccion de PCR (5 ng/ pl); valores
menores dificultarian el proceso de estandarizacién (Romero et al., 2014). La calidad de
ADN obtenido de las 62 extracciones fue ideal y presentaron pureza 6ptima, considerando
las relaciones de absorbancia 260/280 nm y 260/230 nm ideales (1.8 y 1.8 — 2.2,
respectivamente) (CIT, 2009). Sin embargo, las 9 muestras que estan subrayadas en el

Anexo C, en la relacion de absorbancia 260/230, presentaron ADN contaminado
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(absorbancia menor a 1.8). Este valor es indicativo de compuestos contaminantes como
sales o fenoles en el ADN (Romero et al., 2014). Sin embargo, esta contaminacion no

impidi6 que dichas muestras fueran secuenciadas exitosamente.

Las 62 muestras se amplificaron idealmente para el gen mitocondrial Cyt B ya que
presentaron bandas de aproximadamente 540 pares de bases (Figura 4), lo cual se
aproxima con los valores reportados en el estudio de Richards et al. (2009). Con respecto
al secuenciamiento, se obtuvo que solo 38 muestras de las 62 se secuenciaron
exitosamente (entre estas una muestra de Costa Rica), esta problematica podria ser el
resultado de problemas técninos en la secuenciacion, o primers de baja especificidad
(Munshi, 2012). Se recomienda desarrollar primers especificos para futuro
secuenciamiento. Es importante mencionar que la pandemia por COVID-19 limitd la

posibilidad de re-secuenciamiento de muestras.
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5. CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion utilizo el gen mitocondrial Cyt B para realizar la
revision sistematica del género Aetobatus, incluyendo muestras la coleccién de muestras
de la Isla San Cristobal-Galapagos y Costa Rica. Se determind que contrario a lo indicado
en la literatura, en San Cristdbal no se reportd a la especie A. laticeps ya que los resultados
sugieren un mayor grado de relacion de estas muestras con la especie A. ocellatus.
Ademas, este estudio es el primero en registrar a la especie A. ocellatus en el Pacifico
Este Tropical, un hallazgo muy relevante ya que se creia que esta especie se restringia al
Indo-Pacifico y Pacifico Central. Para estudios futuros, se sugiere incluir nuevas
localidades de Galapagos para entender mejor la estructura genética a escala local, y
también para descartar completamente la presencia de otra especie de Aetobatus en las
islas. Otro de los hallazgos importantes fue que se identificé a la Gnica muestra obtenida
de Costa Rica como A. laticeps. Sin embargo, se recomienda incluir muestras de otros
puntos en el Pacifico Este para entender mejor los limites de distribucion de esta especie

en la region.

Las rayas han sido poco estudiadas y es conocido que gran parte de sus especies no
han sido evaluadas en la actualidad. Ademas, se ha registrado que son vulnerables puesto
a que estan sujetas a presiones pesqueras y otras actividades antropogénicas. El presente
estudio confirmd la identidad de la raya aguila que habita en la Isla San Cristdbal situada
en la provincia de Galapagos. Esta informacion permitira desarrollar planes adecuados

para su conservacion.
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Tabla 1. Secuencias de GenBank de las especies A. narinari, A. flagellum, A. ocellatus y A. laticeps de distintas regiones distribuidas globalmente

6. TABLAS

tomadas para la realizacion de comparacion en el estudio.

NO

1

10

NOMBRE

FJ812185

FJ812186

FJ812187

FJ812188

FJ812189

FJ812190

FJ812191

FJ812192

FJ812193

FJ812194

Paper

Species Delineation and Evolutionary History of the Globally
Distributed Spotted Eagle Ray (Aetobatus narinari)
Species Delineation and Evolutionary History of the Globally
Distributed Spotted Eagle Ray (Aetobatus narinari)
Species Delineation and Evolutionary History of the Globally
Distributed Spotted Eagle Ray (Aetobatus narinari)
Species Delineation and Evolutionary History of the Globally
Distributed Spotted Eagle Ray (Aetobatus narinari)
Species Delineation and Evolutionary History of the Globally
Distributed Spotted Eagle Ray (Aetobatus narinari)
Species Delineation and Evolutionary History of the Globally
Distributed Spotted Eagle Ray (Aetobatus narinari)
Species Delineation and Evolutionary History of the Globally
Distributed Spotted Eagle Ray (Aetobatus narinari)
Species Delineation and Evolutionary History of the Globally
Distributed Spotted Eagle Ray (Aetobatus narinari)
Species Delineation and Evolutionary History of the Globally
Distributed Spotted Eagle Ray (Aetobatus narinari)
Species Delineation and Evolutionary History of the Globally
Distributed Spotted Eagle Ray (Aetobatus narinari)
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2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

2009

Localidad

China-Indo-Pacifico

Indonesia- Indo-Pacifico

Hawai 1-Central Pacifico

Hawai 2-Central Pacifico

Meéxico 1

México 2

Golfo de México 1-

Atlantico

Bahamas- Central

Atlantico

Cayman 1

Bahamas2- Central

Atlantico

Especie

reportada en

GenBank
Aetobatus
narinari
Aetobatus
narinari
Aetobatus
narinari
Aetobatus
narinari
Aetobatus
narinari
Aetobatus
narinari
Aetobatus
narinari
Aetobatus
narinari
Aetobatus
narinari
Aetobatus
narinari
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11 F3812195 Species Delineation and Evolutionary History of the Globally 2009 Golfo de México 1-1 Aetobatus
Distributed Spotted Eagle Ray (Aetobatus narinari) Atlantico Norte narinari
12 F1812204 Species Delineation and Evolutionary History of the Globally 2009 Japon - Pacifico Indo- Aetobatus
Distributed Spotted Eagle Ray (Aetobatus narinari) Occidental flagellum
i Evidence for extensive population structure in the white-
e | ekl spotted eagle ray within the Indo-Pacific inferred from 2010 Indo-Pacifico Aeto_batu_s
17 19 mitocho narinari
Body plan convergence in the evolution of skates and rays Japon - Pacifico Indo- Aetobatus
18 | JN184054 (Chondrichthyes: Batoidea) 2011 Occidental flagellum
Mitochondrial genome of longheaded eagle ray Aetobatus . Aetobatus
)| N flagellum (Chondrichthyes: Myliobatidae) LU Sl flagellum
Mitochondrial genome of longheaded eagle ray Aetobatus . Aetobatus
20 | NC_022837 flagellum (Chondrichthyes: Myliobatidae) 2014 China flagellum
21- KJ814012-  Population Structure and Seasonal Migration of the Spotted . Aetobatus
. 2015 Atlantico norte o
28 20 Eagle Ray, Aetobatus narinari narinari
29 KJ814021 Population Structure and Seasonal Mlgrgtlon_ of the Spotted 2015  Atlantico norte - México Aeto_batu_s
Eagle Ray, Aetobatus narinari narinari
30- MK340528- Phylogeography of eagle rays of the genus Aetobatus: . . Ae_toba_tus
A . . ’ 2019 México- MAZATLAN narinari (A.
31 29 Aetobatus narinari is restricted to the continental western.. laticeps)
32- MK340530- Phylogeogrgphy c_)f eaglg rays of the genus Aetobatus: 2019 Costa Atlantica de Brasil Aeto_batu_s
36 34 Aetobatus narinari is restricted to the continental western.. narinari
37- MK340544- Phylogeogrgphy_ (_)f eaglt_e rays of the genus Aetobatus: 2019 Costa Atlantica de Brasil Aeto_batu_s
41 48 Aetobatus narinari is restricted to the continental western.. narinari


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1055790311005252
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1055790311005252
https://www.researchgate.net/publication/259625993_Mitochondrial_genome_of_longheaded_eagle_ray_Aetobatus_flagellum_Chondrichthyes_Myliobatidae
https://www.researchgate.net/publication/259625993_Mitochondrial_genome_of_longheaded_eagle_ray_Aetobatus_flagellum_Chondrichthyes_Myliobatidae
https://www.researchgate.net/publication/259625993_Mitochondrial_genome_of_longheaded_eagle_ray_Aetobatus_flagellum_Chondrichthyes_Myliobatidae
https://www.researchgate.net/publication/259625993_Mitochondrial_genome_of_longheaded_eagle_ray_Aetobatus_flagellum_Chondrichthyes_Myliobatidae
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Tabla 2. Modelos de evolucion obtenidos mediante el programa Partition Finder2.

Nombre Particion Modelo de evolucion
Genel codonl 2-527/3 HKY
Gene2_codon2 3-528/3 F81
Gene3_codon3 1-526/3 TRN

Descripcion de tabla: Se indican los modelos de evolucion molecular més adecuados
para cada particion generada en el programa Mesquite, necesarios para los analisis

filogenéticos.

Tabla 3. Distancias genéticas de las especies A. flagellum, A. laticeps, A. narinari, A.

ocellatus y Aetobatus sp. (San Cristobal-Galapagos) obtenidas en MEGA-X.

Grupo A. A. A. A. A.sp
externo flagellum | laticeps | narinari | ocellatus
Grupo ) 19-21% | 19-21% | 19-21% | 19-21% | 19-21%
externo
A. flagellum - - 11-12% | 11-12% | 11-12% | 11-12%
A. laticeps - - - 2-3% 2-3% 2-3%
A. narinari - - - . 3% 3%
A. ocellatus - - - . - 0-1%

Descripcion de tabla: Se indican las distancias genéticas de las 5 especies del género

Aetobatus, calculadas con la opcion distancia-p en el programa MEGA-X.
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Figura 1. Mapa del Pacifico Este Tropical (PET) donde se indican las localidades
muestreadas en la Isla San Cristobal-Galapagos y Costa Rica.

Los circulos de colores indican los 5 lugares coleccion de Aetobatus sp. en San Cristobal.
Al Este, en color rojo se muestra la localidad Rosa Blanca 1 y en color celeste a Rosa
Blanca 2. Al Oeste en color verde se muestra a Cerro Brujo, en color amarillo a Puerto
Grande y en color blanco a La Seca. Asi mismo se indica en color naranja la Unica

localidad muestreada en Costa Rica.



@Diana Pazmino

Figura 2. Fotografia de un ejemplar de Aetobatus sp. durante un viaje de muestreo.
Aqui se muestra el proceso de manipulacion, toma de medidas, y se sefiala la ubicacion

de donde se toma el clip de aleta para el trabajo genético.

Figura 3. Vara Hawaiana modificada utilizada para obtener las biopsias de las rayas

adultas. Objeto utilizado para extraer tejido de rayas adultas a una distancia prudente.
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Figura 4.Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% resultante de la amplificacion del
gen Cyt B de las muestras obtenidas de San Cristébal y Costa Rica. Se indican los
fragmentos generados de la amplificacion del gen Cyt B los cuales mostraron un tamafio

aproximado de 540 pares de base.



SC013_Galapagos
, SC059_Galapagos
SC073_Galapagos
0,990 sco72_Galapagos
SC075_Galapagos
SC077_Galapagos
SC078_Galapagos
- SCo017_Galapagos
[~ SC028_Galapagos
|- SCo067_Galapagos

L SC068_Galapagos
SC190_Galapagos

SC071_Galapagos

SC074_Galapagos

SC080_Galapagos

SCo082_Galapagos
SC084_Galapagos
SC085_Galapagos
SC087_Galapagos
SCo088_Gala
s(mojea.éz:x Aetobatus
SC091_Galapagos ocellatus
SC092_Galapagos
SC093_Galapagos
SC094_Galapagos
|— sc153_Galapagos

SC101_Galapagos
SC158_Galapagos
SC159_Galapagos
SC160_Galapagos
SC164_Galapagos
SC168_Galapagos
SC169_Galapagos
SC170_Galapagos
0,56 |- SC188_Galapagos

- SC189_Galapagos
—— FJ812186_A. ocellatus_IndoPacifico
L UN184054_A ocellatus

FJ812185_A ocellatus_IndoPacifico
1 0.72— GQ925515_A. ocellatus_IndoPacifico
GQ925516_A. ocellatus_IndoPacifico

GQ925517_A. ocellatus_IndoPacifico

0,93 FJ812187_A. ocellatus_Pacifico_Central
| E GQ925519_A. ocellatus_IndoPacifico
FJ812188_A. ocellatus_Pacifico_Central

GQ925518_A. ocellatus_IndoPacifico

0,98 FJ812191_A. narinari_Atlantico_Norte
KJ814014_A. narinari_Atlantico_Norte
KJ814021_A. narinari_Atlantico_Norte
FJ812192_A. narinari_Atlantico_Central
FJ812193_A. narinari_Atlantico_Central
KJ814012_A. narinari_Atlantico_Norte
KJ814015_A. narinari_Atlantico_Norte
KJ814019_A. narinari_Atlantico_Norte
KJ814018_A. narinari_Atlantico_Norte
KJ814020_A. narinari_Atlantico_Norte

0,96 — |

(=}
%]
FUEURUBURLTY

[~ FJ812194_A narinari_Atiantico_Central Aetobatus
1 FJ812195_A. narinari_Atlantico_Norte . .
KJ814017_A. narinari_Atlantico_Norte narinari

[— KJ814013_A. narinari_Atlantico_Norte
|— MK340530_A. narinari_Atlantico_Sur

D S 0.98 | MKs40531_A. narinari_Atiantico_Sur
- MK: _A. narinari_Atlantico_Sur
|— MKB340533_A. narinari_Atlantico_Sur
|— MKB340534_A. narinari_Atlantico_Sur
|— MK340544_A. narinari_Atlantico_Sur
|— MK340545_A. narinari_Atlantico_Sur
|- MK340546_A. narinari_Atlantico_Sur
1 — MK340547_A. narinari_Atlantico_Sur
— L~ MK340548_A. narinari_Atlantico_Sur
AL21_Costa_Rica
0,96 FJ812189_A. narinari_Pacifico Este Aetobatus
FJ812190_A. narinari_Pacifico Este 2
0,99~ MK340528_A. narinari_Pacifico Este laticeps
MK340529_A. narinari_Pacifico Este
1 FU812204_A. flagellum_Asia Aetobatus
—/H—F KF482070_A. flagellum_Asia
NC_022837_A. flagellum_Asia flagellum

Dasyatis brevicaudata

0.01

Figura 5. Arbol Filogenético de Inferencia Bayesiana (BI) del género Aetobatus. El
cuadro de color amarillo indica las muestras obtenidas de San Cristébal agrupadas con
las muestras de la especie A. ocellatus pertenecientes al Indo-Pacifico, obtenidas de
GenBank. En rosado estan las especies A. narinari pertenecientes al Atlantico. En celeste
se indica la Unica muestra de Costa Rica agrupada con las muestras A. laticeps (descritas

antes como A. narinari) del Pacifico Este y Mazatlan. En el cuadro color verde se indican
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las muestras de la especie A. flagellum y en la raiz de arbol al grupo externo con la especie

Dasyatis brevicaudata.

Aetobatus ocellatus

. Aetobatus flagellum
_ 3
Aetobatus laticeps
M

Localidades

() Galapagos

O Indo-Pacifico
) Hawaii

O Atlantico Norte
O Atlantico Central
@ Atlantico Sur

O Costa Rica

@ México

© Asia He H23

Aetobatus narinari

Figura 6. Red de haplotipos de la especie Aetobatus realizada en PopArt. Cada
haplotipo generado se representa en un circulo. El tamafio de cada circulo es proporcional
a la frecuencia del haplotipo. Las lineas transversales representan las posiciones
nucleotidicas donde se ha generado una mutacion. En el recuadro de la izquierda se
indican por colores las localidades de cada haplotipo las cuales se relacionan con cada
especie de Aetobatus. En color amarillo claro se indica a la localidad de Galapagos y en
los colores amarillo oscuro las localidades Indo-Pacifico y Hawai, las cuales coincidieron
con la especie A. ocellatus. En color rosado, naranja y rojo se indican las localidades del
Atlantico Norte, Central y Sur respectivamente, los cuales contienen a las muestras de la
especie A. narinari. En color celeste claro se indica la Unica localidad de Costa Rica
cercana a las localidades de México representadas en color azul, las cuales contienen a
las muestras de la especie A. laticeps. En color verde se indica la localidad de Asia con

las muestras de la especie A. flagellum.
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9. ANEXOS

Anexo A. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la extraccion de ADN genémico
de algunas muestras, pertenecientes a las rayas del género Aetobatus obtenidas de
la isla San Cristébal-Galapagos y Costa Rica.
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ANEXO B. Concentracion e indices de calidad de ADN de las 62 muestras de tejido

(aleta pélvica) recolectadas en San Cristobal y Costa Rica del género Aetobatus.

Ne o Acido nucleico
uestra Identificacion de muestras nglul 260/280 260/230

1 SC00013 881,6 1,92 2,17
2 SC00014 1005,1 1,95 2,17
3 SC00015 812,3 2,04 2,04
4 SC00016 416,5 1,94 2,42
5 SC00017 675,7 1,93 2,28
6 SC00026 12438 1,94 2,04
7 SC00032 572,6 1,92 2,35
8 SC00033 497,6 1,96 2,12
9 SC00055 4773 1,96 1,95
10 SC00058 2250,6 1,91 2,07
11 SC00059 2609,6 1,91 2,14
12 SC00067 786,8 1,93 1,86
13 SC00069 2898,3 1,85 1,72
14 SC00072 1064,0 1,90 2,18
15 SC00073 1059,4 1,88 2,11
16 SC00074 1240,1 1,92 1,94
17 SC00075 2416,5 1,92 2,09
18 SC00077 15511 1,93 2,17
19 SC00078 2207,8 1,92 2,09
20 SC00080 2745,6 1,91 2,09
21 SC00082 1887,1 1,95 2,13
22 SC00084 1529,0 1,94 2,06
23 SC00085 1367,9 1,95 2,13
24 SC00087 1479,4 1,96 2,07
25 SC00088 1015,0 1,98 2,14
26 SC00090 1197,0 1,97 2,06
27 SC00091 1179,8 1,98 2,12
28 SC00092 1160,0 1,97 2,11

N
©

SC00093 1126,2 1,99 2,04



30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
o1
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

SC00094
SC00095
SC00096
SC00097
SC00098
SC00099
SC00100
SC00101
SC00102
SC00103
SC00151
SC00158
SC00159
SC00160
SC00164
SC00169
SCO0153
SCO0166
SCO0168
SCO0170
SCO0177
SC0028
SC0068
SC071
SC188
SC189
SC190
ALO1
ALO3
AL12
AL16
AL20
AL21

1767,5
800,6
1588,0
1008,8
1391,1
1710,1
1900,7
1330,0
1255,7
2267,2
1522,2
7134
1938,5
1430,3
1944,7
828,9
1273,0
3075,2
1751,3
2204,4
3297,3
897,7
2065,3
2771
555,5
4774
1892,5
604,1
137,3
321,7
450,1
146,1
96,3

1,95
1,98
1,96
1,98
1,96
1,91
1,91
1,92
1,94
191
1,94
1,92
1,93
1,88
1,92
1,92
1,94
1,88
1,94
1,93
1,92
1,88
1,91
1,85
1,95
1,97
1,92
1,79
1,75
1,89
1,91
1,93
1,7

2,13
2,07
2,11
2,10
2,26
2,15
2,22
2,14
2,13
2,1
2,06
2,23
2,10
2,19
2,12
2,05
2,15
2,11
2,15
2,12
2,04
2,24
2,13
1,54
1,96
1,75
1,78
1,15
1,52
1,61
1,75
1,94
1,06
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ANEXO C. Arbol Filogenético de Maxima Verosimilitud (ML) del género
Aetobatus: Aetobatus sp. de Galapagos y A. ocellatus, A. narinari, A. laticeps y A.

flagellum.
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La barra amarilla indica las muestras obtenidas de San Cristobal (Aetobatus sp.)
agrupadas con las muestras de la especie A. ocellatus pertenecientes al Indo-Pacifico,
obtenidas de GenBank. En color naranja estan las especies A. narinari pertenecientes al
Atlantico. En color celeste se indica la Unica muestra de Costa Rica obtenida en este
estudio agrupada con las muestras A. laticeps (descritas antes como A. narinari) del
Pacifico Este y Mazatlan. En color verde se indican las muestras de la especie A. flagellum
pertenecientes a China y en la raiz del arbol, al grupo externo con la especie Dasyatis

brevicaudata.
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ANEXO D. Tabla de haplotipos y sus respectivas localidades.

No

Muestra/

Haplotipo Secuencia codigo Localidad
ATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTTCTCCTGCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTTCATGACACAGGCTCAAACAACCCCACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACC

Haplotipo | CCTACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTACTTACACTCCTGACGCTATTCACACCCAACCTCTTAACAG AL21 Costa

1 ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCTTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT Rica
ACGCTCAATTCCCAATAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATACTTCACACTTCCAA
ACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATCACCCAAGTCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT
ATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTGCCCTTTATTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTTCATGACACAGGCTCAAACAACCCCACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACC FJ812189-90 México
Haplotipo CCTACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTACTTACACTCCTGACGCTATTCACACCCAACCTCTTAACAG
2 ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCTTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT MK340528- .
ACGCTCAATTCCCAATAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATACTTCACACTTCCAA 29 Mazatlan
ACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATCACCCAAGTCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT
ATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAATTGACAATGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACITCCWCCTCMCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACC SC013-59
Haplotipo | CCTACTTCTCCTTCAAAGACATCYTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACTCCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAG 73.72.75 77’7 San
3 ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT ' ’8‘ ' Cristdbal
ACGCTCAATTCCCAATAAACTGGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATGCTTCACACTTCCAA
ACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT
SC017-28
ATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAATTGACAATGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCT | 67,71,74,8082
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACC ,84,87,88
Haplotipo CCTACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACTCCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAG 90,91,92,93 _Sap
4 ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT | 94,158,159,16 | Cristdbal
ACGCTCAATTCCCAATAAACTGGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATGCTTCACACTTCCAA | 0,164,168,169
ACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT ,170,188,189
JN184054
ATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAATTGACAATGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACC
Haplotipo | CCTACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACTCCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAG SC068 San
5 ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT Cristobal
ACGCTCAATTCCCAATAAACTGGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATGCTTCACACTTCCAA
ACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAAACCACACCATCATCCTCTCALIDCAT
ATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAATTGACAATGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
Haplotipo | CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACC SC190 San
6 CCTACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACTCCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAG Cristdbal

ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT
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ACGCTCAATTCCCAATAAACTGGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATGCTTCACACTTCCAA
ACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCCACACCATCATCCTCACATGAAT

Haplotipo
7

ATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAATTGACAATGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCtCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACC
CCTACTTCTCCGTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACTCCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAG
ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT
ACGCTCAATTCCCAATAAACTGGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATGCTTCACACTTCCAA
ACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGA--

SC085

San
Crist6bal

Haplotipo
8

ATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAATTGACAATGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACC
CCtACTTCTCCTTCAAAGACATCCtAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACICCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAGAC
ACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATATTTSGtATTTGCCTATGCCATCCTACGC
TCAATTCCCAAIAAACTGGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATGCTTCACACTTCCAAACAAC
GAAGCCTCACATTTCGCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCAC------

SC163

San
Cristobal

Haplotipo
9

ATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAATTGACAATGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCtCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCIACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACEC
CTACTTCTCCTTCAAAGACATCCIAGGCTTCTTCATCMICCTACTCCTGCTTACACWCCTGACGCTATTTACACaCAACCTCTTAACAGA
CACAGAAAACTTCATCACAGCaAACCccCCTGGTAACACCACCCCACATTHACCCGAAaGATATTTCCTATTTGCMTATGCCATCCTACGC
TCAATTCCCAATAAACTGGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATGCTTCACACTTCCAAACA
ACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGA--

SC101

San
Cristobal

Haplotipo
10

ATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAATTGACAATGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACC
CCTACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACTCCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAG
ACACAGAGAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT
ACGCTCAATTCCCAATAAACTGGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATGCTTCACACTTCCAA
ACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT

FJ812186 A_
narinari

Indonesia

Haplotipo
11

ATGGATTTGAGGAGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACC
CCTACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACTCCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAG
ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT
ACGCTCAATTCCTAATAAACTGGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATGCTTCACACTTCCAA
ACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT

FJ812185 A
narinari
GQ925515_A
_narinari

China

Indo-
Pacifico

Haplotipo
12

ATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCTCACAATAATCCATCTTCTCTTT
CTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACCCCTACTTCTCCTTCAAAGACA
TCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACTCCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAGACACAGAAAACTTCATCCCA
GCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTTGCCTATGCCATCCTACGCTCAATTCCTAATAAACT
GGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATACTTCACACTTCCAAACAACGAAGCCTCACATTTC
GCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCA--------=-=-----

GQ925516_A
_narinari

Indo-
Pacifico

Haplotipo
13

ATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCTCACAATAATCCATCTTCTCTTT

GQ925517 A
_narinari

Indo-
Pacifico
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CTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACCCCTACTTCTCCTTCAAAGACA
TCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACTCCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAGACACAGAAAACTTCATCCCA
GCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCCATCCTACGCTCAATTCCTAATAAACT
GGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATGCTTCACACTTCCAAACAACGAAGCCTCACATTTC
GCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCA-------m--mmm-

Haplotipo
14

ATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACC
CCTACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACTCCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAG
ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT
ACGCTCAATTCCCAATAAACTGGGGGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATGCTTCACACTTCCAA
ACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT

FJ812187_A_
narinari_

Hawail

GQ925519 A
_narinari

Indo-
Pacifico

Haplotipo
15

ATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACC
CCTACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACTCCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAG
ACACAGAAAACTTTATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCTCCCCACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCCATCCTA
CGCTCAATTCCCAATAAACTGGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATGCTTCACACTTCCAAA
CAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT

FJ812188 A_
narinari

Hawai2

Haplotipo
16

ATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTCCCCTTTGTTATCGTAGCTCTCACAATAATCCATCTTCTCTTT
CTCCATGACACAGGCTCAAACAACCCTACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTCCACCCCTACTTCTCCTTCAAAGACA
TCCTAGGCTTCTTCATCCTCCTACTCCTGCTTACACTCCTGACGCTATTTACACCCAACCTCTTAACAGACACAGAAAACTTCATCCCA
GCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATATTTCCTATTTGCCTATGCCATCCTACGCTCAATTCCCAATAAACT
GGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCCATACTTCACACTTCCAAACAACGAAGCCTCACATTTC
GCCCAATTACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCA--------=--m--—-

GQ925518 A
_narinari

Indo-
Pacifico

Haplotipo
17

ATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTGCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTTCATGACACAGGCTCAAACAACCCCACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTTCACC
CATACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTACTACTCCTGCTTACACTCCTGACACTATTTACACCCAACCTCTTAACAG
ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCTCACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT
ACGCTCAATCCCCAATAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCAATACTCCACACTTCCA
AACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATCACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATTATCCTCACATGAAT

FJ812191
A _narinari

Golfo de
México_
Atlantico

KJ814014_
A_narinari

Atlantico_
Norte

KJ814021
_A narinari

México_
Atlantico_
Norte

Haplotipo
18

ATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTGCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTTCATGACACAGGCTCAAATAACCCCACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTTCACC
CATACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTACTACTCCTGCTTACACTCCTGACACTATTTACACCCAACCTCTTAACAG
ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT
ACGCTCAATCCCCAATAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCAATACTCCACACTTCCA
AACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATCACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT

FJ812192
A _narinari

Bahamas1
Atlantico
Central
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Cayman
F‘]812.193—. AtlZntico
A_narinari
- Central
KJ814012 Atlantico
ATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTGCCCTTTGTTATCGTAGCTCT A narinari Norte
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTTCATGACACAGGCTCAAACAACCCCACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTTCACC F3812194 Bahfamfasz
Haplotipo CATACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTACTACTCCTGCTTACACTCCTGACACTATTTACACCCAACCTCTTAACAG A narinari Atlantico
19 ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT Central
ACGCTCAATCCCCAATAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCAATACTCCACACTTCCA KJ814013 Atlantico
AACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATCACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT A narinari Norte
MK340530-
31,32,33,34,4 .
445464748 | B
A narinari
ATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTGCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTTCATGACACAGGCTCAAACAACCCCACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTTCACC
Haplotipo | CATATTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTACTACTCCTGCTTACACTCCTGACACTATTTACACCCAACCTCTTAACAG KJ814015 Florida
20 ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT A_narinari_
ACGCTCAATCCCCAATAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCAATACTCCACACTTCCA
AACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATCACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT
ATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTGCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCCTTCTTCATGACACAGGCTCAAACAACCCCACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTTCACC
Haplotipo | CATATTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTACTACTCCTGCTTACACTCCTGACACTATTTACACCCAACCTCTTAACAG KJ814019 Florida
21 ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT A_narinari
ACGCTCAATCCCCAATAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCAATACTCCACACTTCCA
AACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATCACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT
ATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTGCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTTCATGACACAGGCTCAAACAACCCCACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTTCACC
Haplotipo | CATACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTACTACTCCTGCTTACACTCCTGACACTATTTACACCCAACCTCTTGACAG KJ814018_ Florida
22 ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT A_narinari
ACGCTCAATCCCCAATAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCAATACTCCACACTTCCA
AACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATCACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT
ATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTGCCCTTTGTTATCGTAGCTCT
CACAATAATCCATCTTCTCTTTCTTCATGACACAGGCTCAAACAACCCCACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTTCACC
Haplotipo | CATACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTACTACTCCTGCTTACACTCCTGACACTATTTACACCCAACCTCTTGACAG KJ814020 Florida
23 ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT A narinari

ACGCTCAATCCCCAATAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATTCTAATTCTCCTTTTAATTCCAATACTCCACACTTCCA
AACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATCACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT
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ATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAATTGACAACGCAACATTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTGCCCTTTGTTATCGTAGCTCT

CACAATAACCCATCTTCTCTTTCTTCATGACACAGGCTCAAACAACCCCACCGGCCTCCCCTCAGATATAGATAAAATCCCATTTCACC ;Jgalrzligi I\Gﬂ‘égf’cgg
Haplotipo | CATACTTCTCCTTCAAAGACATCCTAGGCTTCTTCATCCTACTACTCCTGCTTACACTCCTGACACTATTTACACCCAACCTCTTAACAG
24 ACACAGAAAACTTCATCCCAGCAAACCCCCTGGTAACACCACCCCACATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTTGCCTATGCCATCCT Florida
ACGCTCAATCCCCAATAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCCTTCTCAATCCTAATTCTCCTTTTAATTCCAATACTCCACACTTCCA | KIBLA0LT 1\ tico
AACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATCACCCAAATCCTCTTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATCCTCACATGAAT A narinari Norte
ATGAGTTTGAGGGGGCTTCTCAATTGACAACGCAACACTAACCCGATTCTTCACATTTCACTTCCTCCTACCCTTTGTCATTGTAGCCC AF :éﬁﬁ%ﬁn Eﬁgz
TTACCATAATCCACCTACTTTTCCTTCATGACACAGGCTCAAACAATCCAATCGGTCTCCCCTCCGACATAGATAAAATCCCATTCCAC [ erqde s
Haplotipo | CCCTACTACTCATTCAAAGACCTACTAGGCTTCTTTGTCCTCCTATTCTTACTTACTCTCCTAACCCTATTCACACCCAACCTCCTAACE |\t € China
25 GACACAGAAAACTTTATCCCAGCAAATCCTCTAGTAACACCACCTCACATTAAACCAGAATGATACTTCCTATTCGCCTACGCCATCC
TACGCTCAATTCCCAACAAACTAGGAGGAGTCCTCGCCCTTGCATTCTCAATCCTAATCCTCCTTTTAATCCCCATCCTCCACACCTCT | NC_022837 china

AAACAACGAAGCCTCACATTTCGCCCAATCACCCAAATCCTATTCTGAATGCTCGTAACCAACACCATCATTCTCACATGAAT

A flagellum




