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RESUMEN

Los individuos del superorden batoidea, incluyendo a las rayas bentonicas, desempefian un
papel de meso-depredador y pueden crear habitats para otros organismos marinos. Por
ejemplo, crean grandes franjas de agua abierta mientras nadan, lo que atrae a otros
organismos, como al plancton y peces pequefios. Ademas, las rayas pueden crear pequefias
depresiones en la arena que sirven de refugio a pequefios organismos. A pesar de su
importante papel ecoldgico, la informacion sobre la ecologia de las rayas en lugares como
Galapagos es muy limitada. Faltan estudios moleculares que ayuden a levantar informacion
sobre este grupo taxondmico en estas islas. En 2014 se presento6 una lista actualizada de la
fauna marina y terrestre de las islas Galapagos. Sin embargo, ésta no incluye la confirmacion
molecular de muchas especies, incluida la del género Hypanus, cuya taxonomia ha cambiado
en las ultimas décadas. El objetivo principal de este trabajo fue utilizar la informacion
molecular para confirmar la identificacion de la especie del género Hypanus presente en la
isla San Cristdbal, Galapagos.

Los resultados en base al uso de marcadores mitocondriales (COl y CytB) mostraron que la
especie encontrada en Galapagos es efectivamente Hypanus dipterurus, de acuerdo con la
altima clasificacion publicada en 2016. Se observo, ademas, que la poblacion de San
Cristobal presenta una diversidad genética baja (diversidad de haplotipos de 1.000 + 0,0037,
y diversidad nucleotidica de 0,000), lo que podria representar un problema para su
conservacion a largo plazo. Finalmente, analisis filogenéticos revelan una cercania con
individuos de Peru. Este trabajo permitié identificar zonas clave para esta especie en funcion
del tamafio de los individuos capturados durante los meses de seguimiento. Esta informacion

proporciona la primera vision de la ecologia y dinamica de esta especie en Galapagos.



Palabras clave: Hypanus dipterururs, Galapagos, San Cristdbal, marcadores mitocondriales,

diversidad genética

ABSTRACT

Individuals of the superorder batoids, such as benthic rays play a meso-predator role and can
create habitats for other marine organisms. For example, they create large swaths of open
water while swimming, which attracts other organisms, such as plankton and small fish. In
addition, rays can create small depressions in the sand that serve as refuges for small
organisms. Despite their important ecological role, information on the ecology of stingrays is
very limited. Molecular studies analyzing the population dynamics of this taxonomic group
on the islands are still lacking. An updated list of the marine and terrestrial fauna of the
Galapagos Islands was presented in 2014. However, it does not include molecular
confirmation of many species, including that of the genus Hypanus, whose taxonomy has
changed in recent decades. The main objective of this work was to use molecular information
to confirm the identification of the Hypanus species present on San Cristobal Island.

The results based on the use of mitochondrial markers (COI and CytB) showed that the
species found in Galapagos is indeed Hypanus dipterurus, according to the latest
classification published in 2016. It was observed that the San Cristébal population has a low
genetic diversity (haplotype diversity of 1,000 £ 0.0037, and nucleotide diversity of 0.000),
which could represent a problem for its long-term conservation. Phylogenetic analyses reveal
a close relationship with individuals from Peru. Finally, we were able to identify key
breeding areas for this species based on the size of individuals captured during the
monitoring months. This information provides the first insight into the ecology and dynamics

of this species in Galapagos.
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1 INTRODICCION

Las Islas Galapagos se encuentran entre los lugares con mayor endemismo de especies,
siendo declarada Reserva de la Biosfera de la UNESCO en 1984. Esto se debe a la gran
variedad de habitats costeros y marinos, que son el resultado de la convergencia de corrientes
oceanicas frias y calidas que al chocar en el archipiélago crean ecosistemas diversos y
complejos (Peck, 1994). Estos ecosistemas son esenciales para el bienestar de las especies
nativas y endémicas no solo a nivel local sino de toda la region. La conservacion tanto de los
ecosistemas como de su biodiversidad se traduce en la preservacion de los servicios que éstos
ecosistemas brindan a la comunidad (Cruz y Urresta, 2019).

La diversidad unica que se observa en las islas ha hecho de Galapagos una zona de interés
para estudiar la evolucion y la ecologia de su flora y fauna (Bustamanete et al., 2000). La
fauna marina ha sido objeto de interés para los investigadores por décadas. Sin embargo, la
atencién ha sido desproporcionada hacia los ecosistemas de facil acceso y las especies mas
carismaticas. Esto ha dejado a muchos grupos taxonémicos y zonas marino-costeras
importantes con vacios grandes de informacién (Bustamanete et al., 2000). El objetivo
principal de este trabajo fue utilizar la informacion molecular para confirmar la identificacién
de la especie del género Hypanus presente en la isla San Cristobal en Galapagos.

A pesar de tratarse de un grupo de interés para la conservacion, los elasmobranquios y en
especial los batoidea (rayas) no han recibido mucha atencion y adn se desconocen muchos
aspectos de su ecoldgica basica y el estado de sus poblaciones (Lépez, 2013). Este
conocimiento es crucial para proteger a este grupo tan importante y para mantener el
equilibrio en la red trofica de los ecosistemas marinos (Lopez, 2013). De igual manera esta
informacién puede ayudar al desarrollo de politicas y estrategias informadas para preservar la

biodiversidad y la sostenibilidad de los recursos marinos.
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1.1 Familia Dasyatidae

La familia Dasyatidae forma parte del grupo de los Myliobatiformes. Los miembros de esta
familia se caracterizan por presentar un tamafo en etapa adulta de 22 cma 60 cm de ancho
del disco (disc width, DW), que hace referencia a la dimension entre las puntas mas externas
de las aletas pectorales. Su cuerpo se distingue por un disco oval que incorpora
completamente la cabeza, presenta una cortina nasal desarrollada en forma rectangular con
cinco hendiduras branquiales (Last, 2016; Lim et al., 2015). Su cola es robusta a veces muy
alargada y en forma de latigo, en la superficie dorsal presenta espinas no tan llamativas y
puede poseer de uno o cuatro aguijones caudales prominentes situados en la cola muy por
detras de las aletas pélvicas (Lim et al., 2015). La clasificacion de esta familia a nivel de
género es compleja ya que existen muchas incertidumbres taxonémicas en los géneros que la
componen.

La primera clasificacion de la familia Dasyatidae fue realizada Jordan and Gilbert en 1879
nombrando a la familia como Dasybatidae, pero en 1888 fue renombrada a Dasyatidae por
Jordan y colegas (1888). A lo largo de esta clasificacion se mencionan cuatro subfamilias
Neotrygoninae, Urogymninae, Hypolophinae y la subfamilia Dasyatinae; siendo esta Ultima
donde se clasifican los géneros Dasyatis, Pteroplatytrygon y Taeniurops (Rosenberger,
2001). Mediante un estudio de clasificacion revisada de la familia Dasyatidae basada en
nuevos conocimientos morfologicos y moleculares (Last et al.2016) se logro identificar siete
géneros que representan a esta subfamilia. Se mantuvo a los tres primeros géeneros Dasyatis,
Pteroplatytrygon y Taeniurops, pero se agregd cuatro géneros nuevos anteriormente incluidos
en Dasyatis (Bathytoshia, Hemitrygon, Hypanus y Telatrygon) (Last et al. 2016).

Los géneros Dasyatis e Hypanus han mostrado gran dificultad en su clasificacion.
Anteriormente se creia que el género Dasyatis era polifilético con 36 especies al igual que

con una amplia distribucion en mares tropicales y templados (Rosenberger, 2001). Mientras
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que en la clasificacion de Last et al. (2016) se lo define como un grupo monofilético de cinco
especies que se encuentra restringido al Atlantico oriental y al suroeste del océano indico. Su
morfologia se basa en individuos de tamafio pequefio a mediano con adultos de entre 38-
60cm DW. Presentan un disco robusto; su hocico es ancho y corto con forma angular;
presentan ojos de tamafio medio ligeramente prominente, su aguijon es caudal tipicamente
adelantado en la cola, sin espinas medianas en el disco y banda de denticulos ausente; piel
tipicamente lisa, excepto en los adultos de mayor tamafio que pueden tener una cobertura
escasa de denticulos y a veces espinas desarrolladas en la cola anterior (Saadaoui et al.,
2016).

Por otro lado, el género Hypanus pasé de ser un subgénero de Dasyatis a ser un género
hermano, de ocho especies algo heterogéneas morfologicamente (Kottelat, 2013) Hypanus
americanus, Hypanus dipterurus, Hypanus guttatus, Hypanus longus, Hypanus marianae,
Hypanus rudis, Hypanus sabinus y Hypanus say (Last et al., 2016). Esta diferenciacion se dio
gracias a caracteristicas morfologicas, moleculares y geograficas que han facilitado su
identificacion. Este género presenta una distribucion en el Atlantico y El Océano Pacifico
Oriental Tropical (OPTO) que se extiende a lo largo de la costa del Pacifico de América
Central, desde el sur de México, hasta el norte de Peru (Last et al., 2016). Se caracteriza por
presentar individuos pequefios a muy grandes machos adultos de 43-46 cm de DW y
hembras de 57-66 cm de DW. Presentan un disco deprimido a robusto, débilmente rombico
en la aleta pectoral estrechamente anguloso a ampliamente redondeado; hocico obtuso a
puntiagudo y corto, su cola es poco alargada y en forma de latigo o filamentosa (Last et al.,
2016; Petean et al., 2020). Las aletas pélvicas son de tamafio medio y sobresalen poco del
disco; el aguijon caudal esta cerca de la base de la cola (la distancia desde la insercion de la
aleta pectoral hasta la base del aguijén caudal es de 1-2,6 veces la distancia interespiracular.

Presenta espinas medianas en el disco en una hilera bien definida; banda de denticulos
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tipicamente muy pequefia o ausente, piel lisa o con una cobertura irregular (Petean et al.,

2020).

1.2 Distribucion y comportamiento de Hypanus dipterurus

Hypanus dipterurus presenta una distribucion en el Pacifico central oriental; desde el sur de
California, hasta el norte de Perd, incluyendo las Islas Galapagos (Last, 2016), mientras que
Dasyatis se encuentra restringido al Atlantico oriental y al suroeste del océano indico. Su
comportamiento y ecologia se caracterizan por vivir en aguas costeras poco profundas sobre
fondos de arena y fango, o cerca de arrecifes rocosos y lechos de algas (Last, 2016) como son
las zonas de manglar en los alrededores de las Isla San Cristobal. Tienen la capacidad de
crear habitats para otros organismos marinos, mediante depresiones en la arena, que pueden
servir de refugio a pequefios organismos (William, 2016).

La proteccidn de especies como las rayas sartén al ser bentonicas es crucial para la salud y
sostenibilidad a largo plazo del archipiélago (Hearn et al., 2014). Por lo general se alimentan
de diversos organismos mas pequefios, como crustaceos y moluscos, esto permite controlar
las poblaciones manteniendo un equilibrio saludable en la red tréfica marina. Ademas,

forman parte de la fauna marina de interés en actividades turisticas y recreativas.

1.3 Género Hypanus en Galapagos

Galapagos presenta gran diversidad de fauna marina tanto endémica como nativa, incluyendo
especies altamente migratorias. Si bien las islas Galapagos y los elasmobranquios que aqui
habitan se encuentran protegidos desde hace 25 afios desde la creacion de la Reserva Marina
de Galapagos (RMG) bajo bajo los acuerdos ministeriales Nro. MPCEIP-SRP-2019-0019-A
del 11 de marzo de 2019 y Nro. MPCEIP-SRP-2022-0078-A del 06 de abril de 2022; donde
se prohibe la pesca dirigida a rayas y mantarrayas, con cualquier arte de pesca y la tenencia y

transporte, de sus partes (Hearn et al., 2014; Ministerio de Produccion Comercio Exterior
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Consumo y Pesca, 2023). Sin embargo, la pesca de rayas continGa siendo una practica comun
en el Ecuador continental, debido a la demanda ilegal de su carne y espinas. En Ecuador las
especies del género Dasyatis mas pescadas dentro del territorio son Dasyatis longa seguida
de la especie Dasyatis dipterura (Armijos, 2020). Sin embargo, esta identificacion no ha sido
confirmada molecularmente en el pais, y es posible que las especies capturadas correspondan
a uno de los siete géneros hermanos de Dasyatis, descritos para dentro de la familia
Dasyatidae en el 2016.

En el 2013 se presentd una lista actualizada sobre fauna marina y terrestre de las islas, pero
esta lista no incluye confirmacion molecular para las especie del géneros Dasyatis (Hearn
etal., 2014). Esta lista incluia treinta y tres especies de tiburones y veinte especies de rayas.
En éste altimo grupo, se identifican seis especies de rayas que habitan en el cinturdn tropical,
seis especies del Pacifico oriental, dos especies del Indo-Pacifico y tres especies de rayas que
posiblemente son endémicas de las Islas Galapagos (Hearn et al., 2014). Cabe recalcar que
por primera vez se incluia a la especie Dasyatis dipterura con datos insuficientes en las islas
Galéapagos, basada tunicamente en informacion morfologica (Hearn et al., 2014).

En un estudio del 2020 se realiz6 un analisis preliminar de las rayas presentes en Galapagos,
donde se emplearon muestras de San Cristobal, sin embargo no se confirmo las especies
encontradas en el estudio: Dasyatis longus o Dasyatis diptetura (Armijos, 2020)

Tomando en cuenta la reclasificacidn dentro de la familia Dasyatidae, que separa el género
Hypanus del género Dasyatis, es importante confirmar la identificacion de estas especies
mediante el uso de herramientas moleculares. Este trabajo se enfoca en el uso de los
marcadores COIl y CytB para confirmar la identificacion de la especie Hypanus dipterurus,
anteriormente conocida como Dasyatis dipterura en la clasificacion de Jordan & Gilbert,
1880. Ademas, este trabajo busca entender la relacion genética de la especie fuera la Isla San

Cristobal, mediante andlisis filogenéticos. Con esta informacion esperamos llenar los vacios
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de conocimiento existentes sobre que especies de rayas estan presenten en Galapagos, su
distribucion y ecologia, asi como definir los sitios clave para su conservacion en la Isla San

Cristdbal.

2 METODOLOGIA

2.1 Area de Estudio

Este estudio se desarrollo en la Isla San Cristobal, Galapagos- Ecuador (0° 40" 40"y 0°
57'00" de latitud sur, y 89° 14" 10" y 89° 37" 30" de longitud oeste). Esta isla se encuentra
situada en la parte oriental del archipiélago y presenta diversas areas como: agricola, urbana,
bosque himedo costero y matorral y zonas de manglar. Para la toma de tejido se selecciond
cinco zonas costeras de manglar alrededor de la isla, esto debido a que las rayas sartén de
interés para este trabajo presentan una distribucién muy costera y en zonas de poca
profundidad para facilitar su crecimiento y alimentacion. Estas zonas fueron: Puerto Grande,
Manglecito, La seca, Cerro brujo al oeste de la islay Rosa blanca al extremo este de la Isla

iError! No se encuentra el origen de la referencia..

2.2 Recoleccion de muestras de tejido de rayas sartén

Se realizd la recoleccidn de muestras de rayas sartén Hypanus en cinco localidades (zonas de
manglar) alrededor de la Isla San Cristébal, Galdpagos-Ecuador. Para ello se usaron los
permisos PC-19-22 para colectar las muestras y permiso MAATE-DBI-CM-2021-0174 para
los andlisis genéticos. Se tomd 53 muestras de tejido, 22 de las cuales se encontraban
almacenadas en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ y 31 en el Laboratorio
de Microbiologia y Biologia Molecular en el Galapagos Science Center (GSC).

La Figura 1 muestra las localidades donde se realiz6 la recoleccion de muestras de tejido, la
cantidad de muestras recolectadas por localidad, lo cual dependi¢ de la abundancia de

individuos presentes en las zonas, es asi que se presenta esta variabilidad en el nGmero de
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muestras. Esto se ve reflejado en el tamafio de los circulos en cada localidad siendo Puerto
Grande el sitio con mayor cantidad: 19 muestras, seguido por Rosa Blanca con 13 muestras y
el menor Manglecito con 3 muestras. De igual manera se refleja la profundidad de las
localidades siendo de color claro menos profundidad (zonas costeras) y de color oscuro mas
profundidad (mar abierto).

Para capturar las rayas y recolectar la muestra de tejido se siguio los siguientes pasos: a) se
coloc6 una red (tipo chinchorro) desde la orilla del manglar formando una especie de corral; b)
una vez capturada la raya, se la colocd en un ictibmetro con agua; ¢) seguido, se tom6 medidas
estandar de tamafio para cada individuo, incluyendo: longitud total (TL), ancho del disco (DW),
longitud del disco (DL), longitud hocico-espiraculo (SL), cabeza (H), tronco (Tr), y cola (T);
(d) se tomé una muestra de tejido de 1 cm? de la parte posterior del disco usando una tijera; y
e) como paso final se determind el sexo de cada individuo en base a la presencia/ausencia de

las estructuras reproductivas “claspers”, presentes inicamente en los machos (Pérez, 2011).

2.3 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN gendmico de las 53 muestras seleccionadas, se extrajo el ADN de
31 muestras, debido a que las muestras sobrantes (22) ya se encontraban extraidas y
almacenadas en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de
Quito. Se siguio el protocolo descrito en el Kit DNeasy Blood & Tissue (QAIGEN, 2013). Una
vez extraido el ADN, se cuantifico y se determind la calidad del mismo mediante el uso de
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, 2015). Adicionalmente, se determin0 la integridad

del ADN mediante un gel de agarosa al 1%.

2.4 Disefio de primers para amplificacion de genes mitocondriales

Para el analisis molecular, se selecciond los genes mitocondriales COl y CytB. Esto es

debido a que estos marcadores han sido ampliamente utilizados en la literatura para la
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identificacion molecular de Dasyatis, asi como para la reconstruccion de su historia evolutiva
(Armijos, 2020). Como primer paso se realiz6 la obtencion de secuencias de los genomas de
interés, utilizando el NCBI para buscar Dasyatis mitochondrion y se seleccioné todos los
genomas mitocondriales y los genomas parciales, se guardé en formato fasta. para que se
puedan leer en los programas.

Como segundo paso se realizé un alineamiento de secuencias en la herramienta MAFFT:
(Katoh y Standley, 2013), se subi0 todas la secuencias seleccionadas y se procedio a
alinearlas para obtener Secuencias Consenso de genomas mitocondriales alineados para
Dasyatis. Como tercer paso, y una vez alineadas se subid las secuencias a Unipro Ugene
(Okonechnikov et al., 2012) con los siguientes parametro: Consensu type: “Default”,
Threshold: bajar a “99%” y Copy: “FASTA”,Sort sequence: “Sort by name”; Sort order:
“Ascending”. Esta secuencia generada presenta letras mayusculas y minasculas lo cual se
tomo en cuenta para el disefio de primers.

Luego se realizd una modificacion de la secuencia consenso donde se buscé y reemplazo el
simbolo “+” (representa los gaps de las secuencias) por “N” para que lo pueda leer el
programa MEGA, con el fin de encontrar la region de interés en la secuencia consenso. Se
identificd la region de interés y se prosiguid con la generacion de primers, para esto se utilizd
el programa Primer 3web (Untergasser A et al., 2012), donde se copi6 la secuencia consenso
de Dasyatis con la regién de interés a ser amplificada.

Se modificaron los siguientes parametros en Primer 3: longitud de los primers: 18-24 pb
(para asegurar la union especifica y evitar la inestabilidad de la union entre el ADN molde y
el primer); contenido GC: 40-60% (esto permite que se unan los primers al molde para que
sea eficiente la PCR); temperatura de melting (Tm): 52-59°C (una Tm sobre 65°C puede
generar annealing no especifico) (Dieffenbach et al., 1993). El tamafio del producto de

amplificacion: entre 600pb hasta maximo 1000 pb (para evitar errores en la amplificacion por
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tamafios de fragmentos muy grandes); nimero de resultados de primers: hasta 50 (evaluar
todos las posibles combinaciones y escoger la ideal); estabilidad maxima en el extremo 3": 6
(entre mas bajo el valor, mas especifica la unién en este extremo, la ADN polimerasa solo
puede sintetizar el ADN desde el extremo 3 ', por lo tanto, se debe mantener la union en este
extremo lo mas especifica posible) (Dieffenbach et al., 1993).

De todas las opciones que Primer 3 arroja se escogié dos pares de primers, y se tomo en
cuenta que en su extremo 3" al menos las ultimas 5-6 bases estén conservadas. Con los
primers seleccionados se determind la especificidad de los mismos usado la herramienta
primer Blast de NCBI (NCBI, 1999). Una vez analizada su especificad se envid a secuenciar

los primers en MACROGEN Corea.

2.5 Amplificacion de marcadores mitocondriales (COIl y CytB)

Se realiz6 la amplificacidn de una region del gen COI (posicion 5512-6506) y CytB (posicion
14973-15747). El marcador mitocondrial COI se secuencid para obtener una identificacién
especifica del espécimen en cuestion. Para esto se compara la secuencia obtenida con
secuencias obtenidas de una base de datos publica (Holmes et al., 2009). EI marcador CytB
se amplifica ya que se considera como uno de los genes mas Utiles para llevar a cabo trabajos
filogenéticos, gracias a su gran sensibilidad en la deteccion de especies (Ming Wei Su et al.,
2011).

Para poder llevar a cabo la amplificacion del marcador COI (1084pb), se empleo la Phusion
High Fidelity Taq Polymerase (Invitrogen, Estados Unidos). Se escogio esta Taq debido a
que tiene una mayor precision de amplificacion para fragmentos > 1000 pb y tiene la
capacidad de corregir errores (INVITROGEN, 2008). Para la amplificacion de la region

CytB, el fragmento presentaba un tamafio de 820pb, por lo cual se empleé una Taqg DNA
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Polimerasa Platinum, que permite amplificar fragmentos menores a 1000pb con gran

precision y sensibilidad (INVITROGEN, 2011).

2.6 Protocolo de PCR par region COI

Para la preparacion del Master Mix se usaron los siguientes reactivos con las siguientes
concentraciones finales: H20 PCR 14.85ul, Buffer HF 1X (6ul), dNTPs 0.2mM (0.6ul),
Primer forward y reverse 0.5uM (1.5ul) y Taq Platinum DNA Polymerase 0.5U (0.25ul. Se
uso 40ng como concentracion final de ADN en un volumen final de 30 pL. De igual manera
se agreg0 3.3ul de DMSO para muestras que presentaban dificultad en la amplificacién.

El programa del termociclador fue el siguiente: 98°C por 3 minutos (denaturacion inicial),
98°C por 10 segundos (denaturacion), 62°C por 30 segundos (annealing),72°C por 40
segundos (extension) por 35 ciclos, y 72°C por 5 minutos (extension final) (INVITROGEN,

2011)

2.7 Protocolos de PCR para region CytB

La preparacion Master Mix se basé en el protocolo establecido por Holmes et al. 2009 que
consistia en: en H20 PCR 20.3uL, Buffer con 1X (3uL), MgCI12 1.5mM (0.9uL), dNTPs
0.2mM (0.6uL), Primer forward y reverse 0.5uM (1.5uL), Phusion High Fidelity Taq
Polymerase(Invitrogen, Estados Unidos). 1U (0.2uL). Se uso 40ng como concentracion final
de ADN en un volumen final de 30 pL. El programa del termociclador fue el siguiente: 94°C
por 2 minutos (denaturacion inicial), 94°C por 30 segundos (denaturacién), 61°C por 30
segundos (annealing), 72°C por 49 segundo (extension) por esto por 35 ciclos 72°C por 5

minutos (extension final).

2.8 Diversidad genética
Las secuencias fueron limpiadas manualmente con la herramienta Geneious Primer. En

primer lugar, se alineo las 53 secuencias de COIl y aparte las de CytB y se corto los extremos
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(de baja calidad) para que todas las secuencias de cada gen tengan el mismo tamafo.
Adicionalmente, se extrajeron las secuencias en formato FASTA para que puedan ser leidas
por la herramienta Arlequin. Se importaron las secuencias limpias en Arlequin y se corrié un

andlisis de diversidad de haplotipos y de nucleotidos.

2.9 Andlisis de datos

2.9.1 Anadlisis de secuencias CytB y COIl para determinacion de diversidad
genética haplotipos

El primer paso para la identificacion molecular de las muestras, fue realizar un analisis de
homologia con la base de datos de NCBI, usando la herramienta BLAST con los siguientes
parametros: Database Standard databases (nr etc.) Nuceotide Collection (nr/nt) y Optimize
for Highly similar sequences (megablast), el resto de los pardmetros se mantiene por
defecto.BLAST es un software bioinformatico que se utiliza para buscar secuencias similares
en diferentes bases de datos, como secuencias de proteinas, secuencias de nucleétidos y
secuencias gendmicas, finalmente la herramienta calcula una puntuacién en funcién del grado
de similitud y devuelve una lista de las principales coincidencias (Wheeler & Bhagwat,
2007).

Una vez obtenida la posible similitud a nivel de especies, se concatend las dos regiones COI
y CytB y se realizé un andlisis de frecuencia de haplotipos de las 53 muestras. Para esto se
siguid el protocolo descrito por Toparslan et al., 2020 en el que se utiliza diferentes paquetes
de analisis estadisticos en Rstudio, esto permitio extraer el nimero de haplotipos, la
frecuencia de haplotipos y las regiones variables mediante una red de haplotipos. Como
siguiente paso, se extrajo la matriz de frecuencias poblacionales y continuacidn, se utiliz6

esta matriz para la visualizacion del heatmap (Toparslan et al., 2020).
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2.9.2 Reconstruccion filogenética
Para realizar arbol filogenético se utilizd la herramienta Geneious Prime y se trabajo con 53
muestras mas un outgroup: Gimnura micrura. Este outgroup se escogio en base a una
busqueda bibliografica corta, que ubica a Gymnura micrura como un clado hermano de las
especies del género Dasyatis. (Rosenberger, 2001). De igual manera al querer comparar la
relacion de las muestras de San Cristdbal recolectadas en Galapagos (SC) con muestras del
Pacifico, se seleccioné cuatro secuencias de ADN del marcador COI, las cuales eran muestras
del género Hypanus presentes en diferentes localidades del Pacifico.
Se realizé un Multiple alingment de las 53 muestras, el outgroup y las secuencias de la
familia Dasyatidae para construir el arbol filogenético utilizando Genetic Distance Model
Maxima verosimilitud, teniendo en cuenta un método de Resample en base a un Bootstrap
con un numero de 500 repeticiones y Soporte treshold de 60% Yy exportar los resultados.

Finalmente el arbol fue modificado con la herramienta Fig Treel.4.4 (FigTree, 2018).

3 RESULTADOS

3.1 Extraccion y secuenciacion de ADN

En total, fue posible extraer ADN con éxito de las 31 de 53 muestras de tejido colectadas
debido a que 22 muestras ya se encontraban extraidas. Los resultados de calidad
considerando el pardmetro de A260/280 mostrd valores entre 1.6-2.2, mientras que para el
parametro A260/230 mostré valores entre 1.3-2.2 ANEXO 1. Una radio menor de 1.8 se
relaciona con presencia de contaminantes en la muestra, las concentraciones de ADN
variaron entre 200-2999 ng/ul presentando valores Optimos para llevar a cabo el PCR, con los
primers que se envio a secuenciar en MACROGEN Corea.

En la Tabla 1. Caracteriesticas de los se ven las caracteristicas de los primers utilizados. En

las secuencias de los primers se muestran bases degeneradas (letras minasculas), esto quiere
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decir que estas bases no son conservadas entre diferentes especies de Dasyatis por lo que se
deben colocar de esta forma para asegurar su amplificacion (Onodera, 2007). Como resultado
de las amplificaciones de PCR se obtuvo en total 106 amplicones de buena calidad para los
marcadores COl (n=53, 994 pb) y CytB (n=53, 774 pb). Siendo un secuenciamiento exitoso
para todos los amplicones.

La identificacion molecular de cada muestra para ambos marcadores, realizada mediante la
herramienta BLAST, mostro coincidencia de todas las secuencias analizadas con la especie
Dasyatis dipterura e Hypanus dipterurus. En el caso de las secuencias de CytB se observé un
porcentaje de identidad (per. Ident. %) de entre 94.9-95.45 y un Query coverage (porcentaje
de bases idénticas al genoma de referencia) de 98%. Las secuencias de COIl mostraron un
porcentaje de identidad de entre 96.21-96.24 y un Query coverage de 98% (Anexo B). Esto
valores son interesantes, puesto que brindan una guia de la relacion y la cercania que pueden
tener las muestras analizadas con la especie identificada en la base de datos de NCBI, en este

caso es Hypanus dipterurus.

3.2 Andlisis de Diversidad Genética

El analisis de frecuencias de haplotipos muestra dos haplotipos H1 y H2 Figura 2 De las 53
muestras analizadas, 52 muestras (9 provenientes de Cerro Brujo, 9 de La Seca, 2 de
Manglecito, 19 de Puerto Grande y 13 de Rosa Blanca) pertenecen al H1, mientras que solo
una muestra (SC22) proveniente de Manglecito pertenece al H2. Las lineas que unen a los
circulos representan las relaciones entre los haplotipos y las lineas sobre éstas representan las
mutaciones que separan un haplotipo de otro.

El heatmap de los haplotipos Figura 3 muestra en cada rama los haplotipos H1 y H2. Para la

construccién del heatmap se definio las relaciones cercanas con el color "rojo oscuro™ y las
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relaciones lejanas con el color "blanco”. Un heatmap tiene la funcion de mostrar en relacién a
los colores, la cercania de los valores en este caso los haplotipos encontrados.
Finalmente, los analisis de diversidad genética muestran una diversidad de haplotipos de

1.000 + 0.0037 y una diversidad nucleotidica de 0.000.

3.3 Analisis de Reconstruccion Filogenética

El analisis filogenético se llevd a cabo usando las secuencias de COI Gnicamente debido a la
ausencia de informacion de secuencias del marcador CytB en la base de datos de NCBI. En la
Figura 4 se muestra la relacion genética de las muestras de San Cristdbal con muestras del
Pacifico Norte y Sur se muestran sobre las ramas los valores bootstrap superiores a 70 se
identifican dos clados donde se relaciona las muestras de California y México; y el segundo
clado de Hypanus dipterurus de Pert con las muestras recolectadas en San Cristobal (color
rosado). Como resultado se muestra que las muestras de San Cristébal (SC) de todas las
localidades presentan una mayor cercania con muestras de Hypanus dipterurus de Perl
presentando un valor de 97.2 en relacion a las muestras de California. Las muestras de

México y California (se agrupan mas cercanas entre ellas que con las muestras de Galapagos.

4 DISCUSION

4.1 ldentificacion de la especie de Hypanus en la Isla San Cristébal-Galdpagos

Este trabajo permitié alcanzar el objetivo de identificar la especie de raya sartén en la Isla
San Cristobal en Galapagos-Ecuador, siendo Hypanus dipterurus, lo cual fue posible gracias
al protocolo de extraccion de ADN genomico de tejido de rayas sartéen, donde se obtuvo una
buena concentracion para las muestras siendo entre 200-2999ng/ul (Anexo A), lo cual
permitio un correcto analisis debido a que se tuvo una buena cantidad de ADN para ver

resultado en la secuenciacion.
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Por otro lado, mediante el uso de la herramienta Blast de NCBI, se pudo observar
coincidencias para las 53 muestras con especies reportadas en esta base de datos como
Hypanus dipterurus y Dasyatis dipterura. El primero corresponde al nombre de la especie en
la clasificacion de Last en el 2016, mientras que el segundo corresponde a un sinénimo de
esta misma especie conforme a la clasificacion de 1888. Esto resalta la importancia de una
correcta clasificacion que permita unificar la forma en que se utiliza los nombres de las
especies.

Para las 53 muestras recolectadas y analizadas se encontrd un Porcentaje de Identidad alto
(aprox. 99.26%). Este valor describe cuan similar es la secuencia Query a la secuencia
blanco, es decir cuantos caracteres en cada secuencia son idénticos (Madden, 2000). Esto
confirma que las muestras de San Cristobal corresponden a la especie encontrada en la base
de datos de NCBI al tener un alto porcentaje de similitud a muestras anteriormente reportadas

de otras localidades del Pacifico.

4.2 Diversidad genética de Hypanus dipterurus en la Isla San Cristdbal-Galapagos

El genoma de un individuo puede diferir de los demas de muchas maneras, incluidas las
diferencias de bases conocidas como polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), inserciones
o deleciones (INDEL), o diferencias en el nimero de copias de una secuencia o0 gen (CNV)
(Prediger, 2022). A lo largo del andlisis estadistico obtenido en Rstudio, se pudo identificar
solo dos haplotipos para las 53 muestras analizadas. Un analisis detallado de las secuencias
identificd cinco polimorfismos de un solo nucle6tido o0 SNPs responsables de esos haplotipos,
uno para COl y cuatro para CytB.

La diversidad de haplotipos también conocida como diversidad de genes, representa la
probabilidad de que dos alelos muestreados aleatoriamente sean diferentes, mientras que la

diversidad de nucledtidos se define como el nimero promedio de diferencias de nucleétidos
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por sitio en comparaciones por pares entre secuencias de ADN (Copestake et al., 2012).
Tanto la diversidad haplotipica como la nucleotidica estan afectadas por eventos
demograficos histdricos y contemporaneos, los valores de diversidad iguales a 1 son
indicativos de baja diversidad, y valores <1 indican alta diversidad.

En comparacién con otros estudios de analisis molecular del género Hypanus, se muestra que
para el caso de Hypanus americanus esta presenta una diversidad global de haplotipos y
nucleotidos con valores de 0.948 y 0.01803 respectivamente; siendo valores bajos en el caso
de la diversidad de haplotipos, pero moderadamente altos en relacion a la diversidad
nucleotidos (Richards et al., 2018). En relacion a los resultados obtenidos en las muestras de
San Cristobal se puede observar, que los valores son mas bajos que los presentados en este
estudio, por lo cual al ser valores cercanos a 1 no se muestra una particion genética variable,
esto quiere decir que no se hay una diferencia a nivel genético entre las poblaciones
analizadas, por lo cual, son muy semejantes.

Richards et al, menciona que esta particion genética baja se debe a que la distancia entre
localidades donde se distribuyen las muestras, no es tan amplia mostrando una estructura no
tan variable, mientras que como recomendacion se menciona que los sitios de muestreo de
aproximadamente 1800 km de la costa de Estados Unidos si pueden mostrar una particion
genetica. Si analizamos la geografia de las zonas de recoleccién de muestras, cuatro
localidades se encuentran al oeste de la isla y una localidad al este. En el caso de la distancia
por localidad estas consisten de 3,22 km entre Cerro Brujo y Puerto Grande; 8,52 km entre
Puerto Grande y Manglecito, 2,07 km entre Manglecito y La Seca; y 50.75 km entre
Manglecito y Rosa Blanca (Google Maps, 2023). Por lo tanto, la diversidad genética baja de
las muestras analizadas, surge por no presentar altos niveles migracién costera o cruces con
otras poblaciones que facilitan el flujo génico provocando que las poblaciones sean menos

divergentes a lo largo de sitios costeros continuos.
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De igual manera Richards et al, sugiere que el agua profunda en distancias cortas no parece
restringir el flujo génico en Hypanus americanus. Por ejemplo, los sitios de muestreo en las
Islas en Estados Unidos, separados por aproximadamente 340 km de agua con una
profundidad de 1915m, no mostraron una particion significativa (Richards et al., 2018). En
el medio marino, las barreras flujo génico entre especies estan presente pero no son tan
evidentes como en el terrestre, y estas pueden llegar a influir en la variabilidad genética de las
especies como su estructura genética poblacional (Rimieri, 2017). La diversidad genética,
también entendida como la variedad en la composicion de genes a entre los individuos de una
misma especie (Rimieri, 2017), es fundamental para la supervivencia de una poblacion a
largo plazo. Por lo tanto, una diversidad baja se puede traducir en la disminucién en su

capacidad de adaptarse ante potenciales cambios ambientales (Rimieri, 2017).

4.3 Andlisis Filogenéticos de Hypanus dipterurus en la Isla San Cristébal-Galapagos y el
Pacifico

Se sabe que las rayas sartén son susceptibles a la pesca, tanto de manera selectiva como
accidental, ya que la presion pesquera en su area de distribucion no se gestiona de una
manera correcta (Pollom et al., 2020). Los analisis demogréaficos indican que esta especie
tiene un bajo potencial de crecimiento intrinseco y una capacidad limitada para soportar la
presidn pesquera. En otros lugares de su distribucion, como Perd, la especie ha
experimentado en el pasado reducciones drésticas (hasta del 88%) de su poblacion en tres
generaciones (Pollom et al., 2020). Sin embargo, se cree que hay algunos refugios de pesca
en el sur de California y en las islas de Hawaii y Galapagos (Pollom et al., 2020) a los cuales
se desplazd esta especie para evitar estrés por parte de la pesca.

En los resultados de relacién filogenética jError! No se encuentra el origen de la
referencia. se puede observar, que hay mas relacion entre Hypanus de la parte sur del

Pacifico que con Hypanus el norte debido a que hay una mayor cercania de las localidades
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(Richards et al., 2018). Si se observa la relacion filogenética en San Cristobal-Galapagos
(SC) con muestras del Pacifico Norte y Sur. Se muestra que con un boostrat de 97.2 las
muestras de Galapagos estan mas cercanamente relacionados a los individuos de H.
dipteturus de Pert formando un clado, que con muestra de California o incluso México que
forma el segundo clado.

Con este antecedente podria encontrar en Galapagos un refugio cercano. Dado que en esta
localidad varias especies se han especializado (Tobar, 2019) a proteccion de las zonas
costeras de Galapagos adquiere una mayor importancia para la supervivencia de esta especie.
Es fundamental profundizar en el conocimiento de la ecologia de Hypanus dipterurus y tomar
medidas para corregir los factores adversos que amenazan su supervivencia. Esto destaca la
necesidad de conservar y proteger los habitats marinos en Galapagos, no solo para garantizar
la supervivencia de esta especie, sino también para otras especies que dependen de estos
ecosistemas. Los refugios de fauna marina desempefian un papel esencial en la proteccién y
conservacion de la vida silvestre marina, contribuyendo a la conservacion de la
biodiversidad, ofreciendo un entorno seguro para especies amenazadas, protegiendo habitats
criticos, facilitando la investigacion cientifica y promoviendo la educacion y el turismo

sostenible.

5 CONCLUSION

El uso de herramienta moleculares es muy importante para realizar una clasificacién
taxonomica precisa de las especies, en especial cuando los caracteres morfoldgicos no son
capaces de diferenciar especies cercanamente relacionadas. En este caso, los géneros
Dasyatis e Hypanus no presentan diferencias marcadas a nivel morfologico, con excepcion de

su tamario siendo Hypanus mas grande. En el caso de San Cristébal en Galapagos, esta
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herramienta permitié confirmar la presencia de la especie Hypanus dipterurus, conforme a su
nueva clasificacion del 2016 (Last et al., 2016).

El analisis gendmico también puede contribuir a la identificacion de especies en Galapagos al
proporcionar informacion sobre su diversidad genética y estructura de poblacion. Al estudiar
los patrones genéticos de diferentes individuos dentro de una especie, se pueden identificar
unidades genéticas distintas que pueden corresponder a subespecies o poblaciones locales.
Este enfoque es especialmente relevante en Galadpagos, donde la presencia de barreras
geograficas y condiciones ambientales particulares ha llevado a la diferenciacién genética de
muchas especies. Al comprender la estructura genética de las poblaciones y las relaciones
entre ellas, se puede obtener una vision mas completa de la biodiversidad de la region y se
pueden tomar decisiones de conservacion mas informadas.

Ademas, puede ayudar a identificar patrones de migracion y dispersion de especies en
Galapagos. Al examinar los patrones de flujo genético entre diferentes poblaciones, se puede
determinar la conectividad entre los ecosistemas y comprender como las especies se mueven
y colonizan diferentes areas. Estos conocimientos son fundamentales para el disefio de
estrategias de conservacion efectivas.

Hoy en dia Hypanus dipterurus es una especie que se encuentra en la categoria de
vulnerabilidad segun la clasificacidn de la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN). Esta clasificacion se basa en los efectos y en la susceptibilidad, debido a
que son particularmente vulnerables a los efectos de la actividad humana en sus habitats. La
pesca incidental, en la cual las rayas quedan atrapadas accidentalmente en redes de pesca
dirigidas a otras especies, es una amenaza importante para su supervivencia. Esta actividad
puede causar una disminucidon en el tamafio de las poblaciones y la pérdida de informacién

genética.
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En el caso especifico de la Isla San Cristobal en Galapagos, se ha observado que la diversidad
genética de Hypanus dipterurus es baja. Esto se evidencia por la presencia de Unicamente dos
haplotipos en las muestras recolectadas. Es asi que la reduccion en la diversidad genética es
una preocupacion, ya que puede disminuir la capacidad de la especie para adaptarse a
cambios ambientales y aumentar su vulnerabilidad a la extincidn. Dado este antecedentes es
importante tener en cuenta estos hallazgos en la gestion y conservacién de las poblaciones de
Hypanus dipterurus en Galdpagos, debido a que facilita la implementacion de medidas
adecuadas a la ecologia de las especies para reducir la pesca incidental y proteger los habitats
costeros puede contribuir a la conservacion de esta especie.

Este trabajo es el primero en usar herramientas moleculares para la especie Hypanus
dipterurus en la Isla San Crsitobal Galapagos Ecuador. Sin embargo, esté limitado a una
Unica isla, por lo que sugerimos que estudios futuros incluyan analisis con muestras de otras
islas, asi como el uso de otros marcadores genéticos 0 gendmicos para un mejor
entendimiento sobre la dindmica poblacional en el archipiélago. De la misma forma, analisis
comparativos a nivel regional seran claves para conocer la conectividad de la especie, y
desarrollar recomendaciones de manejo.

Finalmente, trabajos como éste, con un enfoque en especies poco estudiadas son necesarios
para levantar informacion ecoldgica complementaria para promover la conservacién de la
fauna marina de Galdpagos. El esfuerzo de campo de este estudio permitio identificar zonas
clave para la ecologia de esta especie. Por ejemplo, en base al tamafio de los individuos
muestreados, fue posible identificar potenciales zonas de crianza y reproduccion para las
rayasHypanus, siendo las localidades donde se obtuvieron las muestras, debido a que en su
mayoria de individuos recolectados eran juveniles; las cuales se desconocian para esta
especie. Como se puede observar este tipo de estudios moleculares son importantes debido a

que permiten llenar vacios informativos como el poder identificar de forma correcta a una
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especie, lo cual a largo plazo puede ser el inicio de programas de conservacion para estos
individuos ya que esto permitira conocer mas sobre si biologia y ecologia para poder

conservarlas.

6 TABLAS

Tabla 1. Caracteriesticas de los Primers COl y CytB utilizados

Gen Tamafio esperado Primer F Primer F secuencia (5°-3")

COl Dasya F | GGACtTJAACCTCTCTTTACGGA
col1 1084pb

CO1_Dasya_R tCAAAGgAGRGGTGTITCTCA

CytB_Dasya Fb | CtGCCCTYCCCTATATTGGA
CytB 813pb

CytB_Dasya_Rb | TGGGAGCCAAGGATRAGGG
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7 FIGURAS

Leyenda

Localidad

Cerro B.rujo n=9

Puerto Grande n=19

© Puerto Grande
@ Rosa Blanca

YRosa Blanca n=13 @ Cerro Brujo
* Manglesito

La Seca n=9
Manglesito n=3

Profundidad

0

-4.096

Figura 1. Mapa de localidades de recoleccion de muestras en la Isla San Cristobal,

Galapagos.
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52 muestras de todas las localidades; Manglecito n=2
La Seca n=0
Puerto Grande n=19
Cerro Brujo n=9
Rosa Blanca

=13
" Manglecito =1

H1

Figura 2. Red de haplotipos por individuos de rayas sartén analizadas (COl y CytB)

-

e AN
i AL

Figura 3. Heatmap basado en el nimero de diferencias de nucleotidos entre los

haplotipos (COI y CytB).



36

90 Hypanus_diptensrus_ GU440302.1_Californi
79.2 ~ Hypanus_dipteneus MT311551.1_Mexico
97.2 L  Hypanus_dipterurus_ EUL02076.1_Californiz

Hypanus_diptensrus_MH184454_Peru
5C293 Resa_Blanca
SC22_Manglesito
5C308_Resa_Blanca
5C4_Cerro_Brugjo
5C188_Puerto_Grande
SC187_Puerto_Grande
SC19_Puerto_Grande
5C2_Cerro_Bngo
5C203_Resa_Blanca
5C21_Cemrmo_Bngo
SC219_Puerto_Grande
SC23_Manglesito
SC24 Manglesito
5C247_Cermo_Brujo
5C248_Cermmo_Brujo
5C250_Cerro_Brujo
5C259_Cerro_Brujo
SC27_Rosa_Blanca
SC278_Puerto_Grande
5C280_La Seca
5C284_La Seca
52389 Rosa Blanca
5C204 Rosa_Blanca
5C293_Rosa_Blanca
5C3 La Seca
SC300_Puerto_Grande
5C309 Resa_Blanca
5C31_Rosa_Blanca
5C314_Cermro_Bujo
5C315_Cermo_Brujo
5C400_Puerto_Grande
SC401_Puerto_Grande
5C402_Puerto_Grande
5C403_Puerto_Grande
5C1_Cerro_Bngo
C405_Puerto_Grande
5C408_Puerto_Grande
SC407_Puerto_Grande
5C5 La Seca
C52_Puerto_Grande
C53 Puerto_Grande
SC54 Puerto Grande
5C8 La Seca
5C81_Rosa_Blanca
5C115_La_Seca
5CB84_Rosa_Blanca
5C88_Rosa_Blanca
SC7_La Seca
5C38_Rosa_Blanca
5C158_La_Seca
5C182_Puerto_Grande
5C183_Puerto_Grande
SC184_Puerto_Grande
Gymnura_micnera

6.0

Figura 4. Arbol Filogenético de Muestras recolectadas de San Cristobal y de Pacifico de

Hypanus dipterurus.
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ANEXO 1. Resultado de Cuantificacion de extraccion de ADN
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Serie de Campo | Sample Location Date Place Concentracion
(SC) extraccion
ng/ul
SC00001 USFQ-2019 2019 Cerro Brujo | 400.9
SC00002 USFQ-2019 2019 Cerro Brujo | 699.7
SC00003 USFQ-2019 2019 La Seca 342.6
SC00005 USFQ-2019 2019 La Seca 1736.9
SC00006 USFQ-2019 2019 La Seca 175.9
SC00019 USFQ-2019 2019 Puerto 2082.7
Grande
SC00020 USFQ-2019 2019 Cerro Brujo | 483.6
SC00021 USFQ-2019 2019 Cerro Brujo | 728.9
SC00022 USFQ-2019 2019 Manglecito | 811.6
SC00023 USFQ-2019 2019 Manglecito | 358.6
SC00024 USFQ-2019 2019 Manglecito | 2234.7
SC00027 USFQ-2019USFQ- | 2019 Rosa 1618.8
2031 Blanca
SC00031 USFQ-2019USFQ- | 2019 Rosa 2457.9
2032 Blanca
SC00052 USFQ-2019USFQ- | 2019 Puerto 2678.2
2033 Grande
SC00053 USFQ-2019USFQ- | 2019 Puerto 2261.9
2034 Grande
SC00054 USFQ-2019USFQ- | 2019 Puerto 934.9
2035 Grande
SC00061 USFQ-2019USFQ- | 2019 Rosa 2997.4
2036 Blanca
SC00064 USFQ-2019USFQ- | 2019 Rosa 559.4
2037 Blanca
SC00066 USFQ-2019USFQ- | 2019 Rosa 1803.7
2038 Blanca
SC00086 USFQ-2019USFQ- | 2019 Rosa 369.3
2039 Blanca
SC00115 GSC Freezer 2021 La Seca 180.4
SC00156 GSC Freezer 2021 La Seca 110.5
SC00182 USFQ-2019USFQ- | 2022 Puerto 229.4
2041 Grande
SC00186 USFQ-2019USFQ- | 2022 Puerto 691.1
2042 Grande
SC183 USFQ-2019USFQ- | 2022 Puerto 691.1
2043 Grande
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SC184 USFQ-2019USFQ- | 2022 Puerto 691.1
2043 Grande
SC00203 GSC Freezer 2022202 | Rosa 185.9
1 Blanca
SC00219 GSC Freezer 2022202 | Puerto 280.6
1 Grande
SC00247 GSC Freezer 2022202 | Cerro Brujo | 275.30
1
SC00248 GSC Freezer 2022202 | Cerro Brujo | 392.2
1
SC00250 GSC Freezer 2022202 | Cerro Brujo | 1071.6
1
SC00259 GSC Freezer 2022202 | Cerro Brujo | 213
1
SC00276 GSC Freezer 2022202 | Rosa 398.6
1 Blanca
SC00280 GSC Freezer 2022 La Seca 509.8
SC00283 GSC Freezer 2022 La Seca 465.3
SC00284 GSC Freezer 2022 La Seca 1189.8
SC00289 GSC Freezer 2022 Manglecito | 317.3
SC00293 GSC Freezer 2022 Rosa 967.2
Blanca
SC00294 GSC Freezer 2022 Rosa 213.8
Blanca
SC00298 GSC Freezer 2022 Rosa 184.4
Blanca
SC00300 GSC freezer 2022202 | Puerto 694.2
1 Grande
SC00308 GSC Freezer 23/6/202 | Rosa 276.4
21 Blanca
SC003098 GSC Freezer 23/6/202 | Rosa 276.4
21 Blanca
SC00314 GSC Freezer 2022 Cerro Brujo | 871.5
SC00315 GSC Freezer 2022 Cerro Brujo | 191.5
SC00401 GSC Freezer 2022 Puerto 744 .4
Grande
SC00402 GSC Freezer 2022 Puerto 166.9
Grande
SC00403 GSC Freezer 2022 Puerto 211.7
Grande
SC00404 GSC Freezer 2022 Puerto 504.2
Grande
SC00405 GSC Freezer 2022 Puerto 97.7
Grande
SC00406 GSC Freezer 2022 Puerto 95.7
Grande
SC00407 GSC Freezer 2022 Puerto 267.3

Grande
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SC00007

2019

USFQ-2019USFQ-

2019

La Seca

398.6

ANEXO 2. Resultado de Blast en NCBI para 53 muestras secuenciadas
para COl y CytB

Muestras CytB
Total | Query
Muestra Blast SP Per.ident % | Query Cover% | Max score | Score | Length
SC00407 d'fr)ytﬁfﬂffs 95.39 86 1070 | 1070 | 774
SC00406 d'f&‘éfﬁi’js 95.39 86 1072 | 1072 | 774
SC00405 d'f&‘éfﬂﬁis 95.39 86 1070 | 1070 | 774
SC00403 d'f&‘éfﬂﬁis 95.39 86 1070 | 1070 | 774
SC00402 dTr?/tFexriS;ﬁs 95.39 86 1070 | 1070 | 774
SC00401 dTr?/tFexriS;ﬁs 95.39 86 1070 | 1070 | 774
S€00400 d'fpytﬁiﬂﬁfs 95.39 86 1072 | 1072 | 774
SC00315 d'fpytﬁiﬂﬁfs 95.39 86 1070 | 1070 | 774
SC00314 dljéziggjs 95.39 86 1077 | 1077 | 774
SC00309 dljéziggjs 95.39 86 1070 | 1070 | 774
scoosos | ot 95.39 86 1079 | 1079 | 774
scooso0 | oot 95.39 86 1070 | 1070 | 774
scooze | oot 95.39 86 1083 | 1083 | 774
SC00294 dprtﬁfﬂfSS 95.39 86 1079 | 1079 | 774
5C00293 dT&Z?S?js 95.3 86 1079 | 1079 | 774
5€00289 dT&Z?S;JSs 95.39 86 1070 | 1070 | 774
SC00284 dprtﬁfﬂffs 95.39 86 1072 | 1072 | 774
SC00280 d'fp)ytgiﬂ rus 95.44 86 1085 | 1085 | 774
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SC00276 d?r?ltre)zril?:ﬁs 95.31 86 1081 | 1081 | 774
SC00259 d?r?ltre)zril?:ﬁs 95.39 86 1072 | 1072 | 774
SC00250 d'fpytﬁiﬂffs 95.39 87 1070 | 1070 | 774
SC00248 d'fpytré?S s 94.9 85 1072 | 1072 | 774
Hypanus
SC00247 | dipterurus 95.4 86 1068 | 1068 | 774
5C00219 d'fpytﬁfﬂfjs 95.39 86 1070 | 1070 | 774
5C00203 dl;lgtpe’?ggjs 95.39 87 1072 | 1072 | 774
Sc00187 dl;lgtpe’?ggjs 95.39 86 1072 | 1072 | 774
SC00186 d'?;)ytzfﬂ s 95.45 85 1088 | 1088 | 774
SCoo184 dlméfgrjs 95.39 86 1072 | 1072 | 774
Hypanus
SC00183 dipterurus 95.38 86 1068 1068 774
SC00182 d?r?ltre)zril?:ﬁs 95.38 86 1068 | 1068 | 774
SC00156 d'fpytré?lﬂ'?fs 95.39 86 1072 | 1072 | 774
SC00115 d'fpytﬁiﬂffs 95.39 86 1072 | 1072 | 774
SC00086 dljéziggjs 95.31 86 1081 | 1081 | 774
SC00066 dljéziggjs 95.3 86 1079 | 1079 | 774
SC00064 dTgtz?S?js 95.39 86 1070 | 1070 | 774
SC00061 dTgtz?S?js 95.45 86 1086 | 1086 | 774
SC00054 dTgtz?S?js 95.45 87 1088 | 1088 | 774
SC00053 d'fpytﬁfﬂﬁjs 95.45 86 1086 | 1086 | 774
SC00052 d'?pytﬁfﬂffs 95.39 86 1070 | 1070 | 774
5C00031 dT&Z?S?js 95.39 86 1072 | 1072 | 774
SC00027 dprtE?S?SS 95.46 86 1090 | 1019 | 774
SC00024 d'fpytﬁfﬂ rus 95.36 86 1094 | 1004 | 774
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Hypanus
5C00023 dipterurus 95.39 86 1086 | 1086 | 774
Hypanus
5C00022 dipterurus 95.45 87 1088 | 1088 | 774
Hypanus
5C00021 dipterurus 95.45 86 1086 | 1086 | 774
Hypanus
SC00019 dipterurus 95.39 86 1070 | 1070 | 774
Hypanus
SC00007 dipterurus 95.6 86 1068 1068 774
Hypanus
SC00006 dipterurus 95.3 86 1079 1079 774
Hypanus
SC00005 dipterurus 95.45 86 1088 1088 774
Hypanus
SC00004 dipterurus 95.39 85 1070 1070 774
Hypanus
SC00003 dipterurus 95.45 86 1088 1088 774
Hypanus
SC00002 dipterurus 95.16 86 1075 1075 774
Hypanus
SC00001 dipterurus 95.39 85 1072 | 1072 | 774
Muestras COI
Query
Muestra | Blast SP Per.ident % |Query Cover% | Max score |Total Score |Length
Hypanus 96.21
SC00407 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21
SC00406 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21
SC00405 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21
SC00403 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21
SC00402 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21
SC00401 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21
SC00400 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21
SC00315 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21
SC00314 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21
SC00309 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21
SC00308 dipterurus ' 98 1600 1600 994
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Hypanus 96.21

SC00300 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00298 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00294 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00293 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00289 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00284 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00280 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00276 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00259 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00250 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00248 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00247 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00219 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00203 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00187 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00186 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00184 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00183 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00182 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00156 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00115 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00086 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00066 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00064 dipterurus ' 98 1600 1600 994
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Hypanus 96.21

SC00061 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00054 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00053 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00052 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00031 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00027 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00024 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus

SC00023 dipterurus 96.21 98 1569 1569 994
Hypanus 96.21

SC00022 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00021 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00019 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus

SC00007 1 interurus 96.21 08 1596 1596 994
Hypanus 96.21

SC00006 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00005 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.21

SC00004 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.22

SC00003 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.23

SC00002 dipterurus ' 98 1600 1600 994
Hypanus 96.24

SC00001 dipterurus ' 98 1600 1600 994




