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[. Resumen

El Pacifico Oriental Tropical (POT) es una regién biogeografica caracterizada por
una costa rocosa, interrumpida por dos porciones de arena, lodo o manglares sin
afloramientos rocosos significativos, llamadas Brecha de Sinaloa y Brecha Centroamericana.
Las especies del género Malacoctenus estan fuertemente asociadas al lecho rocoso, por lo
que el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar por medio de los marcadores moleculares
Cytb, Rhod y Ragl, la influencia de éstas brechas de habitat sobre la estructuracion genética
de las poblaciones de las especies de Malacoctenus a lo largo de la regién. En el presente
trabajo, los arboles filogenéticos de los tres genes y el arbol concatenado mostraron a las
especies y subespecies como grupos monofiléticos bien diferenciados. Se encontré que la
brecha Centroamericana influye en la estructuracion genética de M. margaritae, M. zonifer y
M. ebisui. Los resultados obtenidos soportan la idea de elevar al nivel de especie a las
subespecies M. m. mexicanus, M. m. margaritae, M. z. zonifer y M. z. sudensis, mientras que
no se encontrd evidencia de la existencia de las subespecies M. t. multipunctatus y M. t.
tetranemus. El gen Cytb mostré una estructuracion genética entre las poblaciones de M.
ebisui al sur de la brecha Centroamericana: Panama-Ecuador y Costa Rica (Dp = 2.8 'y 4.9%,
Fst = 0.7927 y 0.8712), mientras que con los marcadores genéticos Cytb, Rhod y Ragl se
encontré6 un grupo hermano de M. tetranemus, genéticamente divergente en Ecuador
continental (Dp = 3.9% Cytb). Se observd que M. ebisui y M. tetranemus en realidad
conforman un complejo de especies, en donde los grupos genéticos M. ebisui-México, M.
ebisui-Costa Rica y M. tetranemus-Ecuador continental superan la distancia genética minima
reconocida para especies hermanas, por lo cual, a reserva de estudios morfolégicos
detallados, podria tratarse de especies aun no descritas. Los resultados obtenidos sugieren
que los procesos de especiaciébn en este género han sido causa de la biologia de las
especies, factores oceanograficos e historia evolutiva, en donde las glaciaciones del Plio-

Pleistoceno y la formacion del Istmo Centroamericano jugaron un papel importante.

Palabras clave: Pacifico Oriental Tropical, Malacoctenus, cripticos, estructura genética,

brechas arenosas.
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ll. Summary

The Tropical Eastern Pacific (TEP) is a biogeographic region distinguished by a
rocky coast, interrupted in two major portions by sandy, muddy bottoms, and often mangrove-
lined lagoons, without significant rocky outcroppings, called ’'Sinaloan Gap’ and ‘Central
American Gap'. The species of the genus Malacoctenus are strongly associated to the rocky
bottom, hence, the present study aims to evaluate through of the molecular markers Cytb,
Rhod and Ragl, the influence of these habitat gaps on the genetic structure of the
populations of Malacoctenus species along the region. Herein, the phylogenetic trees of the
three genes and the concatenated tree showed the species and subspecies as well
differentiated monophyletic groups. It was found that the Central American Gap influences
the genetic structure of M. margaritae, M. zonifer and M. ebisui. These results support the
proposal to consider the subspecies M. m. mexicanus, M. m. margaritae, M. z. zonifer and M.
z. sudensis as species, whereas, there was no evidence of the existence of the subspecies
M. t. multipunctatus and M. t. tetranemus. In addition, the Cytb revealed a genetic structure
among the populations of M. ebisui to the south of the Central American Gap: Panama-
Ecuador and Costa Rica (Dp = 2.8 and 4.9%, Fsr = 0.7927 and 0.8712), with the genetic
markers Cytb, Rhod y Ragl it was found a genetically divergent sister group of M.
tetranemus in Continental Ecuador (Dp = 3.9% Cytb). It was observed that M. ebisui and M.
tetranemus are species complexes. The genetic groups M. ebisui-México, M. ebisui-Costa
Rica and M. tetranemus-Continental Ecuador exhibited superior genetic distances than the
recognized for sister species, therefore, subject to more detailed morphologic studies, they
could be undescribed species. The results obtained suggest that the speciation processes in
this group had resulted from the biology of the species, oceanographic factors and the
evolutionary history, where the Plio-Pleistocene glaciations and the conformation of the

Central American Isthmus had an important role.

Key words: Tropical Eastern Pacific, Malacoctenus, cryptics, genetic structure, habitat gaps.

CRPM Summary
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lll. Introduccion general

Los peces conforman el grupo de vertebrados mas diverso con cerca de
27,977 especies descritas, las cuales presentan una enorme variacion morfolégica y
biolégica, siendo capaces de encontrarse en habitats muy heterogéneos (Nelson,
2006). Los ambientes arrecifales presentan una de las mayores riqguezas de especies
de peces del mundo (Rocha et al., 2005), ya que a pesar de que solamente cubren
alrededor del 0.1% de la superficie del océano (Spalding y Grenfell, 1997) albergan
aproximadamente un tercio de las 15,000 especies de peces marinos descritas
actualmente (Helfman et al., 1997).

Debido a la complejidad de los ambientes marinos, se sabe poco de los
patrones y procesos que modelan esta diversidad de especies. Entender los
patrones diversidad en organismos marinos tropicales dentro de las regiones
biogeograficas es critico al momento de hacer inferencias sobre los origenes de la
biodiversidad (Duda y Lessios, 2009). Sin embargo, debido a que las corrientes
ocednicas facilitan la dispersion de los organismos marinos que presentan una fase
de larva plancténica (Waples, 1998, Lessios et al., 2001; Rocha y Bowen, 2008), el
elucidar los factores que intervienen en la especiacién y estructuracién genética de
las poblaciones de peces tropicales es una tarea compleja. Uno de los factores
principales que afectan la estructuracién genética dentro de las especies es el flujo
genético existente entre estas (Von der Hayden et al., 2013), dado que su ausencia
puede conllevar a un aislamiento reproductivo (Whitlock y McCauley, 1999) y por
consecuencia a la evolucién de linajes filogenéticos discretos (Taylor y Hellberg,
2006).

Diversos estudios atribuyen la estructuracion genética dentro y entre
poblaciones a barreras oceanograficas que impiden o limitan el flujo génico, entre las
gue se encuentran caracteristicas propias del medio como la temperatura, corrientes
marinas, influencia de los vientos oceanicos, discontinuidad del habitat, aislamiento

por distancia, entre otros. Sin embargo, estos factores también pueden ser los
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causales del transporte de larvas (e.g. corrientes marinas) y con ello provocar la
conectividad entre las poblaciones, homogeneizandolas genéticamente (Cuadro l1a),
mientras que otros trabajos proponen que la falta o presencia de estructura genética
se debe a caracteristicas ecolégicas o intrinsecas de las especies, tales como: una
baja capacidad de dispersion, fidelidad a las areas de crianza, historias tempranas de
vida entre las que se encuentran la duracién de la larva pelégica, tipo de huevo
(demersal/pelagico) y lugar de desarrollo larval (cerca de la costa/fuera de la costa),

entre otros (Cuadro 1b).

Evaluar la conectividad genética entre las poblaciones es esencial para
entender los factores que han modelado la variacion genética, lo cual ayuda en el
desarrollo de estrategias de conservacion (Hurtado et al., 2007). En este sentido, los
analisis con marcadores genéticos de alta resolucion han demostrado ser efectivos
para entender los patrones genéticos de las poblaciones marinas, reflejando barreras
histéricas y actuales al flujo genético (Sandoval-Castillo et al., 2004). Por lo que el
identificar dichas barreras y comprender como estan fragmentadas o interconectadas
las poblaciones es fundamental para el entendimiento de la estructura o conexion
genética en espacio y tiempo, de igual manera, esto es de gran importancia en el
manejo de las especies marinas y de reservas naturales, manteniendo asi la
diversidad bioldgica de un ecosistema de manera efectiva (Craig et al., 2006; Galarza
et al., 2009).
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Cuadro 1.

a) Estudios en donde la conectividad/fragmentacién de las poblaciones es atribuida a

factores oceanogréaficos.

’W Muss et al. (2001), estudiaron las
4o poblaciones del trambollo negro,
= Ophioblennius steindachnieri, en
el POT, en donde no encontraron
una concordancia entre
estructura  genética y las
provincias biogeograficas, lo cual
lo atribuyen a una circulacion de
corrientes inestables.

Ophioblennius steindachnieri
Foto: Gerald Allen

Saarman et al. (2010),
analizaron poblaciones de
Hippocampus ingens en la Bahia
de San Diego y el POT,
encontrando ESU’s en |las
poblaciones del Golfo de
California, lo cual atribuyen a

barreras geograficas y eventos Hippocampus ingens
geoldgicos.

Foto: Ross Robertson

yPaz-Garcia et al (2012)
analizaron la estructura genética
de las poblaciones de Pacillopora
damicornis y Porites panamensis
en la costa occidental de México
encontrando un flujo genético
restringido entre las poblaciones
del sur y el resto, lo cual atribuyen
a las corrientes superficiales y una
discontinuidad de habitat.

Pocillopora damicornis
Foto: Tim Wijgerde

la #oy

Duda y Lessios (2009), muestran
que existe una predominancia del
flujo genético hacia el oeste en
las poblaciones del gasterépodo
Conus ebraeus, reflejando
diferencias genéticas entre las
poblaciones del occidente y
centro del Pacifico con las del
POT.

Saavedra-Sotelo et al. (2011) K5
observaron un flujo genético
limitado entre las poblaciones en §

Conus ebraeus
Foto: Seaweek

e,

el Pacifico Mexicano del coral
Pavona gigantea, el cual
ocasiona una heterogeneidad #

que presenta una congruencia & TR
los patrones de Pavona gigantea

parcial con

conectividad y circulacion Foto: Josua Feingold.

oceanoaréafica.
Sandoval-Huerta (2014)
demuestra que existen
diferencias genéticas
sustanciales entre las

poblaciones del POT separadas
por la brecha Centroamericana,

en donde atribuye la
Elacatinus PU“C“CU'aUS diferenciacion encontrada a
Foto: Aqua Marine Imports  rqcegos oceanograficos

persistentes.

b) Estudios en donde la conectividad/fragmentacion de las poblaciones es atribuida a
caracteristicas ecoldgicas o intrinsecas de las especies.

Riginos y Nachman (2001)
observaron que la discontinuidad
genética de las poblaciones de
¢ Axoclinus nigricaudus del Golfo
. de California coinciden con los
cambios  abruptos en las
caracteristicas ecoldgicas del
medio ambiente y a un patron de
aislamiento por distancia.

Axoclinus nigricaudus
Foto: Gerald Allen

Craig et al. (2006) atribuyen la
falta de estructuracion genética
entre las poblaciones a lo largo
del POT a una duracion de la
larva pelagica larga.

Epinephelus labriformis
Foto: Roger Steene

Dominguez-Lopez et al. (2010)
asocian la estructura genética
encontrada en Scomberomorus
sierra a una dispersion limitada
entre las é&reas de mayor
abundancia, las cuales estén
ligadas a los sitios de desove.

Scomberomorus sierra
Foto: Tim Wijgerde

CRPM

Riginos y Victor (2001), por
medio de la comparacién de la
estructura genética en las
poblaciones de A. nigricaudus,
M. hubbsi y O. steindachnieri
(Duracion de la larva pelagica-
DLP corta, intermedia y larga
respectivamente) concluyen que
la DLP es un buen predictor de la
estructura aenética.

que las poblaciones de Nerita
scabricosta separadas por la
brecha Centroamericana
muestran diferencias genéticas,
las cuales concuerdan con £
diferencias morfolégicas,
ecoldgicas y de comportamiento.
Mientras que no se encontr6 una
estructuracion para Nerita
funiculata.

Nerita scabrlcosta
Foto: Michael Gianechini.

Eytan et al. (2012) proponen que
los procesos de especiacion del
género Acanthemblemaria en el
Atlantico este, han estado
fuertemente influenciados por las
preferencias ecoldgicas de las
especies.

Acamhemblemarla spinosa
Foto: Kip Evans
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3.1 El Pacifico Oriental Tropical
Caracteristicas fisicas generales

La region biogeogréfica del POT se encuentra delimitada al norte por la
corriente fria de California, al sur por la corriente fria costera de Peru (Glynn y Ault,
2000), al oeste por una vasta cantidad de océano abierto conocido como la Barrera
del Pacifico Este y al este por el continente Americano (Allen y Robertson, 1998;
Hastings, 2000). Abarca la costa continental de América, desde Bahia Magdalena en
la peninsula de Baja California, México, el Mar de Cortés y hacia el sur hasta Cabo
Blanco, al norte de Peru (Zapata y Robertson, 2007). Se encuentra conformada por
una costa rocosa interrumpida por dos grandes porciones de fondos arenosos, lodo o
manglares sin afloramientos rocosos significativos, llamados la brecha de Sinaloa,
desde Topolobampo a Mazatlan, Sinaloa, con una extension aproximada de 370km,
y la brecha Centroamericana, con aproximadamente 750km de largo, iniciando al sur
del Istmo de Tehuantepec hasta el Golfo de Fonseca (Fig. 1a) (Allen y Robertson,
1998; Hastings, 2000; Craig et al. 2006; Robertson y Allen, 2008).

Se trata de una cuenca abierta de corrientes inestables (Muss et al., 2001),
que varian a lo largo del afio (Kessler, 2006). Las corrientes principales dentro de la
region son la Corriente Costera de Costa Rica, que va desde Costa Rica hacia el
norte hasta el Golfo de California, la Corriente de Panama, que presenta un giro
ciclénico (contra reloj) en la Ensenada de Panama y fluye hacia el Archipiélago de las
Galapagos, la Contra Corriente Norecuatorial que entra en el este del Pacifico
Central, y las corrientes Norecuatorial y Surecuatorial que fluyen hacia el este (Glynn
y Ault, 2000). Dentro de la regién ocurren afloramientos importantes estacionales, los
cuales suceden en zonas donde la cordillera montafiosa es baja y permite que los
vientos alisios durante el invierno provoquen una zona de corrientes de surgencia y
afloramiento. Se caracterizan por traer corrientes frias y altos niveles de nutrientes y

produccion primaria. Destacan aquellos que ocurren en el Golfo de Tehuantepec,
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Golfo de Papagayo y en la Ensenada de Panama (Fig. 1b) (Glynn y Ault, 2000; Wang
y Fiedler, 2006).

Fig. 1. a) Area geogréafica del Pacifico Oriental Tropical. Imagen del Instituto  Smithsonian de
Investigaciones Tropicales.
b) Produccién primaria y principales afloramientos del POT. Imagen NOAA.

Diversidad ictiolégica

El POT cuenta con una diversidad de peces costeros relativamente pobre en
comparacion con otras areas como el Mar Caribe o el Indo-Pacifico Occidental (Allen
y Robertson, 1998), sin embargo, Zapata y Robertson (2007) proponen, mediante el
uso de extrapolaciones de la frecuencia de la distribucion de diferentes grupos
ecolégicos de peces, que la riqueza de especies de la region esta subestimada y es
al menos 12-15% mayor de la considerada. No obstante, cabe resaltar que se trata
de una region que posee un elevado porcentaje de especies endémicas con cerca
del 72% en peces costeros (Robertson y Allen, 2002), ademas de poseer una
composicién particular de las comunidades de peces que lo habitan, las cuales le
confieren una “identidad especial” a la region (Allen y Robertson, 1998).

Esta region cuenta con una importante representacion de peces cripticos, los
cuales comprenden especies de tamafio pequefio (<10cm durante su fase adulta)

gue se encuentran generalmente asociadas al lecho de los arrecifes rocosos, los
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cuales presentan patrones de coloracién que les permiten confundirse con el medio
en el que habitan (Galvan-Villa, 2011). Las especies cripticas que habitan en el POT
se encuentran principalmente representadas por blénidos, con aproximadamente 140
especies de las cuales cerca del 88% son endémicas (Hastings, 2009), en donde
destacan las familias Chaenopsidae y Labrisomidae (Fig. 2) (Allen y Robertson,
1998), de esta ultima sobresale el género Malacoctenus que cuenta con nueve

especies endémicas (Robertson y Allen, 2008).

Fig. 2. a) Emblemaria hypacanthus (Chaenopsidae). Foto: Julian Cohen, tomada de:
https://www.flickr.com/photos/juliancohen/5052380505/.

b) Labrisomus dendriticus (Labrisomidae). Foto: Gerard  Allen, tomada  de:
http://www.discoverlife.org/mp/20p?see=I_RR1553&res=640.
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3.2 Trambollos — Malacoctenus Gill, 1860

El género Malacoctenus (Labrisomidae), esta comprendido por 18 especies,
una en el Atlantico Oriental, nueve en el Atlantico Occidental y nueve en el Pacifico
Oriental Tropical (Springer, 1959; Greenfield y Johnson, 1981; Guimarées et al.,
2010).

Los trambollos son peces alargados y pequefios que viven en arrecifes,
asociados al lecho rocoso o entre la vegetacion. Son especies carnivoras que se
alimentan de invertebrados de tamafo pequefio como cangrejos, gasteropodos,

estrellas de matr, erizos, poliquetos y quitones (Allen y Robertson 1998).

Descripcién. Espinas y radios de las aletas: dorsales XVIII, 10-12; XIX, 9-13;
XX, 9-14; XXI, 8-13; XXII, 8-13; XXIIl, 9-10 6 13; anales Il, 17-24; caudal 13;
pectorales 13-17; pélvicas I,3. Linea lateral: 40-66 escamas. La quijada contiene una
sola hilera de dientes coénicos largos (excepto en M. erdmani, M. boehlkei y M.
macropus). Dientes vomerinos presentes, palatinos ausentes. Branquiespinas: 8-15
en el primer arco. Cirros presentes en la parte anterior de las narinas, arriba del ojo y

en la nuca (Springer, 1959).

Dimorfismo sexual. Los machos tienen una papila posterior al ano conteniendo
una abertura para el sistema urogenital. Las hembras tienen una abertura genital
mas alargada posterior al ano y una protuberancia carnosa y rugosa gue contiene
varias papilas, una de las cuales contiene una abertura a los rifiones. Dimorfismo
sexual secundario. Se exhibe en la mayoria de las especies, los machos tienen
mandibulas mas grandes y las hembras presentan una coloracion mas fuerte
(Springer, 1959).

Comportamiento: Se ha observado que los machos de M. macropus y M.
hubbsi son territoriales ya que defienden los sitios de oviposicidbn y presentan

cuidado parental al defender los huevos de los depredadores (Petersen, 1988).
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Especies de Malacoctenus en el POT:

¢ Malacoctenus costaricanus, Trambollo de Costa Rica (Springer, 1959),
cabeza clara con puntos oscuros detras del ojo. Cuerpo con 6 barras
irregulares, oscuro por encima de la linea media y extendiéndose a la
aleta dorsal. El Salvador a Costa Rica (Fig. 3).

e Malacoctenus hubbsi, Trambollo panza roja (Springer, 1959), presenta
un sutil dimorfismo sexual. Machos: verde claro en la mitad superior,
rojizo en la mitad inferior, 5-6 barras café oscuro en el costado.
Hembras: similares pero sin el matiz rojizo en el vientre. Se reconocen
dos subespecies: M. hubbsi hubbsi ocurre en el Golfo de California, M.
hubbsi polyporosus al centro y sur de México (Fig. 3).

e Malacoctenus ebisui, Trambollo dorado (Springer, 1959), presenta un
dimorfismo sexual marcado. Los machos son café rojizo en el dorso
con 2-3 parches negros en la parte posterior, vientre verde-amarillento.
Hembras: presentan una coloracién morada en la parte superior con 2-
3 parches negros en la parte posterior, vientre amarillento. Golfo de
California a Panama (Fig. 3).

e Malacoctenus gigas, Trambollo de Sonora (Springer, 1959), verde oliva
en la mitad superior, blanco en el torso y en el vientre, 4-5 barras
irregulares café oscuro en el costado. Presenta un sutil dimorfismo
sexual. Machos: aletas dorsal y anal de un color cenizo. Hembras:
aletas dorsal, anal y caudal con manchas, y un patron de lineas
oscuras en los costados. Golfo de California (Fig. 3).

e Malacoctenus margaritae, Trambollo margarita (Fowler, 1944),
presenta un dimorfismo sexual marcado. Hembras: color blanco con
numerosas manchas amarillas a los costados, una mancha café que
cubre el opérculo. Machos: color verde a gris, barras oscuras en el

costado y 3 manchas negras en la parte posterior. Se reconocen dos

' Robertson y Allen, 2008. Peces costeros del Pacifico Oriental Tropical: Sistema de Informacién en
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subespecies: M. margaritae mexicanus ocurre en el Golfo de California
y México, M. margaritae margaritae se distribuye de Costa Rica a
Ecuador (Fig. 3).

Malacoctenus zacae, Trambollo aleta amarilla (Springer, 1959), oliva
palido con barras difusas en el cuerpo, franja café a verde desde el ojo
a la base de la aleta caudal, con manchas oscuras y pequefias en
donde se cruza con las franjas, aletas amarillas. Punta de Baja
California, suroeste del Golfo de California y México central (Fig. 3).
Malacoctenus zonifer, Trambollo de pozo (Jordan y Gilbert, 1882),
color oliva en el dorso con series de manchas negras en forma de
montura, parte inferior color blanco. Presenta un sutil dimorfismo
sexual. Machos: cabeza aleta anal oscura, una linea clara en el
opérculo. Hembras: dos manchas oscuras en la parte ventral del
opérculo, aleta anal con manchas. Se reconocen dos subespecies: M.
zonifer zonifer en México y M. zonifer sudensis desde Nicaragua a
Ecuador (Fig. 3).

Malacoctenus zonogaster, Trambollo panzimanchado (Heller vy
Snodgrass, 1903), verde en la mitad superior y blanco abajo, con 5-6
barras oscuras en el costado y una mancha oscura grande en el
opérculo. Presenta un sutil dimorfismo sexual. Machos: pocas
manchas en la aleta dorsal, mientras que la caudal presenta manchas.
Hembras: aletas dorsal, anal y caudal densamente manchadas.

Archipiélago de las Galapagos (Fig. 3).
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M. hubbsi (Springer, 1959) M. ebisui (Springer, 1959)

M. margaritae (Fowler, 1944) M. tetranemus (Cope, 1877)

M. zacae (Springer, 1959) M. zonifer (Jordan y Gilbert, 1882) M. zonogaster (Heller y Snodgrass,
1903)

Fig. 3. Especies del género Malacoctenus del Pacifico Oriental Tropical. Fotografias tomadas por Ross
Robertson.
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IV. Planteamiento del problema

Dentro del género Malacoctenus se han descrito 8 subespecies (M. h.
hubbsi, M. h. polyporosus, M. m. margaritae, M. m. mexicanus, M. z. zonifer, M. z.
sudensis, M. t. tetranemus y M. t. multipunctatus) que habitan en el POT, las cuales
se encuentran separadas geograficamente de la subespecie hermana por alguna de
las brechas de Sinaloa y Centroamericana. Dado que estas especies se encuentran
fuertemente asociadas a los arrecifes rocosos, las brechas arenosas pueden
conforman un habitat inadecuado, por lo que se espera que las diferencias
morfolégicas encontradas en las subespecies pudieran corresponderse a una

estructuraciéon genética entre las poblaciones.

El presente trabajo, por medio de diversos marcadores moleculares,
pretende responder a las siguientes preguntas: 1) ¢ Las brechas arenosas de Sinaloa
y Centroamericana influyen en la estructuracion de las poblaciones de las especies
de Malacoctenus que habitan en el POT?, 2) ¢Las subespecies del género,
presentan linajes evolutivos independientes como para ser consideradas especies? y
3) ¢Es posible detectar patrones biogeograficos en estas especies/subespecies? Y
con ello determinar la eficacia de las barreras al flujo genético y elucidar la historia
evolutiva de posibles eventos vicariantes y de dispersion que han conllevado a la

especiacion.
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V. Hipétesis

Las especies M. tetranemus, M. hubbsi, M. margaritae y M. zonifer presentan
una estructuraciébn genética evidente entre las poblaciones a lo largo de su
distribucion en el Pacifico Oriental Tropical e islas Galapagos, ocasionada por la
discontinuidad de héabitat rocoso de las Brechas de Sinaloa y Centroamericana, y la
distancia de mar abierto entre el Archipiélago de las Galadpagos y el continente

americano.

VI. Objetivos
6.1 Objetivo general

Reconstruir la historia evolutiva de las especies del género Malacoctenus que

habitan en el Pacifico Oriental Tropical.
6.2 Objetivos particulares

e Entender los procesos que han conformado la diversidad de los Malacoctenus
del Pacifico Oriental Tropical.

e Identificar de qué manera influyen la brecha de Sinaloa y la brecha
Centroamericana en la estructura genética de las poblaciones de
Malacoctenus que habitan en el Pacifico Oriental Tropical.

e Evaluar con datos moleculares si las subespecies del género Malacoctenus
gue habitan en el Pacifico Oriental Tropical deben ser elevadas al nivel de

especie.
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Historia evolutiva del género Malacoctenus (LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

Probando barreras, procesos de especiacion dentro del género Malacoctenus
(LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

8.1 Introduccidn

El Pacifico Oriental Tropical (POT) es una region biogeografica de corrientes
inestables (Muss et al., 2001), comprendida desde el Golfo de California y hacia el
sur hasta el norte de Perd, incluyendo las islas oceéanicas del Archipiélago de las
Galapagos, Revillagigedo, isla Cocos, isla Malpelo y el Atolon de Clipperton (Allen y
Robertson, 1998; Hastings, 2000). Los limites de la region estan conformados por las
corrientes frias de California al norte y Peruana al sur, al oeste por una gran porcion
de océano abierto conocido como la Barrera del Pacifico Este y el continente
Americano al este (Hastings, 2000; Briggs y Bowen, 2012). Se encuentra conformada
por una costa estrecha de arrecifes rocosos, los cuales se ven interrumpidos por dos
grandes extensiones de arena, lodo o manglares conocidas como las Brechas de
Sinaloa, desde Topolobampo hasta Mazatlan con aproximadamente 370km de
longitud, y la Brecha Centroamericana, desde el sur del Istmo de Tehuantepec hasta
Acajutla en el Golfo de Fonseca con cerca de 750km de extension (Glynn y Ault,
2000). Historicamente, se ha propuesto que estas brechas arenosas y el océano
abierto actian como limites de las provincias biogeogréaficas de la region. Sin
embargo, durante mas de 60 afios se ha discutido ampliamente sobre el nimero y
extension de estas provincias. Trabajos enfocados en la distribucion y taxonomia de
especies cripticas que habitan fondos rocosos, proponen la existencia de cuatro
provincias biogeogréficas: de Cortés, Mexicana, Panamica (Hubbs, 1952; Springer,
1959) y Galapagos (Fig. 4a) (Allen y Robertson, 1998; Hastings, 2000). Por otro lado,
estudios que toman en cuenta la composicion ictiolégica, endemismos, y distribucion
de peces costeros muestran discrepancias en el reconocimiento y delimitacién de las
provincias. Walker (1960), basado en la distribucién de especies endémicas, propone
la existencia de solamente dos provincias (Cortés y Mexicana), mientras que Briggs
(1974) propone que la provincia de Cortés no forma parte del POT, reconociendo por
tanto tres provincias (Mexicana, Panamica y Galapagos). Por otro lado, Spalding et
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al. (2007), propone la existencia de las provincias Galapagos y Panamica. Por su
parte, basados en la comparacién de la endemicidad, composicion ictiologica de las
provincias, ademas de la distribucion geografica de los peces residentes de arrecife,
Robertson y Cramer, (2009) soportan la existencia de las provincias Cortés y
Panamica, en este trabajo se propone también incluir a los cinco grupos de islas

principales del POT como una nueva provincia: Islas Oceanicas (Fig. 4b).

Finalmente, una revision de las regiones marinas del mundo por Bowen y
Briggs (2012) concluye la existencia de tres provincias: Cortés, Panamica (la cual
incluye a la Mexicana) y Galapagos. Sin embargo, se ha propuesto que la extension
de la distribucion de los peces costeros del POT, asi como el limite de las provincias,
pueden variar durante eventos estacionales como el Nifio (ENSO), ya que provocan
cambios en la temperatura y direccion de las corrientes que posiblemente afectan la

capacidad de dispersién de las especies (Robertson y Cramer, 2009).
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Fig. 4. a) Provincias biogeograficas del POT propuestas por Hastings (2010).
b) Provincias biogeograficas del POT propuestas por Robertson y Cramer (2009).

A pesar de la controversia en torno al nimero y limites de las regiones

biogeograficas en el POT, es claro que las brechas arenosas conforman el limite de
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la distribuciébn de muchas especies (Springer, 1959; Hastings, 2000; Hastings y

Springer, 2009a), incluyendo un importante nimero de especie arrecifales.

Por otro lado, cabe destacar que a pesar de que el POT tiene una ictiofauna
costera relativamente pobre en comparacion con otras regiones, como el Indo-
Pacifico Oriental (Allen y Robertson, 1998), presenta una elevada cantidad de
géneros y especies endémicos, entre los que destaca la presencia de blenios

autoctonos del género Malacoctenus.

Los trambollos (especies del género Malacoctenus) son peces cripticos,
carnivoros forrajeros que se alimentan de pequefos invertebrados como gusanos,
gasterépodos, crustaceos bénticos y moluscos sésiles (Kotrschal y Thomson, 1986;
Robertson y Allen, 2008). Presentan un huevo bentdnico y larva pelagica (Robertson
y Allen, 2008). Se conoce que las especies M. hubbsi y M. zonifer tienen una
duracion de la larva pelagica intermedia, de 24 y 25 dias (Brogan, 1992, 1994,
Bernardi et al., 2014). Se ha demostrado que las especies M. boehlkei, M. gilli, M.
macropus y M. triangulatus en el Atlantico presentan adaptaciones facultativas que
les permiten asociarse a anémonas del género Condylactis para evitar ser
depredados (Hanlon y Hixon, 1986). Malacoctenus ebisui esta asociada a corales del

género Pocillopora en el Pacifico Mexicano (Galvan-Villa, 2008).

Estas especies se encuentran fuertemente asociadas al lecho rocoso, por lo
qgue las brechas de habitat presentes en el POT, en este caso las brechas arenosas,
podrian estar actuando como barreras al flujo genético conllevando a una
estructuracion genética entre las poblaciones. En la regién, se reconocen nueve
especies (Springer, 1959; Greenfield y Johnson, 1981). La identificacion taxondmica
de estas especies es compleja debido a la plasticidad fenotipica que exhiben los
organismos dentro y entre especies y a la semejanza de los caracteres utilizados
para su identificacion taxonomica. Springer (1959), realizé una revision taxonomica
de las especies de Malacoctenus, donde propone la existencia de ocho subespecies,
las cuales estan separadas de la otra subespecie hermana por alguna de estas
brechas arenosas. La brecha de Sinaloa separa a las subespecies M. h. hubbsi y M.

h. polyporosus, mientras que la brecha Centroamericana separa a las subespecies
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M. m. margaritae y M. m. mexicanus, M. M. t. tetranemus y M. t. multipunctatus, y M.
z. zonifer y M. z. sudensis. Mas tarde, una revision de los caracteres morfolégicos de
las especies M. hubbsi, M. margaritae y M. zonifer propone que estas subespecies
presentan las diferencias morfoloégicas suficientes como para ser elevadas al nivel de

especie (Hastings y Springer, 2009a).

Por estas razones, los trambollos son ideales para estudiar la influencia de
las Brechas arenosas sobre las poblaciones de peces cripticos que habitan en el
POT. El presente trabajo utiliza secuencias de genes mitocondriales y nucleares para
evaluar el papel que han tenido las brechas arenosas en la conformacion de la
diversidad del género en la region, y por tanto corroborar si las diferencias

morfolégicas se corresponden con una estructuracién genética.
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8.2 Materiales y Métodos

Colecta de organismos

Se realizaron jornadas de campo en las costas y algunas islas, morros e
islotes de México, El Salvador, Panama, Costa Rica y Ecuador para la colecta de
organismos. Se colectd a los organismos con ayuda de equipo de Buceo Autbnomo
(SCUBA) y de aceite de clavo como anestésico (diluido al 5% en etanol). Para la
colecta de los organismos de arrecife, una vez anestesiados, los peces fueron
capturados con ayuda de una jeringa de succion de acrilico. Mientras que para la
colecta de los organismos de pozas del intermareal rocoso, primeramente se coloco
aceite de clavo en las pozas y los peces fueron colectados cuando se encontraban

adormecidos (Fig. 5).

Posteriormente, se tomaron fotografias de gran parte de los individuos y se
obtuvieron porciones de tejido de los organismos capturados preservandolos en
viales con etanol grado analitico al 70% (Fig. 6), los cuales se almacenan a -75°C en
la coleccion de tejidos del Laboratorio de Biologia Acuéatica de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH).

Los organismos colectados fueron fijados en formaldehido al 5% neutralizado
con borato de sodio, posteriormente lavados con agua y preservados en alcohol
etilico al 70%. La identificacion taxondmica de los organismos fue llevada a cabo con
la ayuda de literatura especializada utilizando principalmente la clave de
identificacion de Malacoctenus del Pacifico (Springer, 1959). Posteriormente éstos
fueron depositados en la Coleccién Ictiolégica del Laboratorio de Biologia Acuatica
de la UMSNH (Registro: PEC-227-07-09).
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Fig. 5. Colecta de organismos de arrecife y pozas de marea.

a) Arrecife rocoso en Morros de Potosi, Ixtapa México. Foto: Georgina Palacios.

b) Malacoctenus ebisui, Tangolunda, Oaxaca México. Foto: Salvador Romero.

c) Pozas de marea, Reserva San Miguel, Puntarenas Costa Rica. Foto: Salvador Romero.

d) Malacoctenus zonifer sudensis, Dominicalito, Puntarenas Costa Rica. Foto: Salvador Romero.
e) Colecta de organismos de arrecife, Morros de Potosi, Ixtapa México. Foto: Georgina Palacios.
f) Colecta de organismos de pozas de marea, Dominicalito, Costa Rica. Foto: Salvador Romero.
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Fig. 6. Identificacion de los organismos, toma de tejido, etiquetado de los organismos y toma de
fotografias.

a) Etiquetado y toma de tejido de los organismos. Foto: Salvador Romero.

b) Toma de fotografias a los organismos. Foto: Eduardo Espinoza.

¢) Malacoctenus zonifer sudensis, Pedasi, Panama. Foto: Salvador Romero.
d) Malacoctenus gigas, San Luis Gonzaga, B.C., México. Foto: Eloisa Torres.
e) Malacoctenus ebisui, Ecuador continental. Foto: Carmen Pedraza
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Localidades y especies muestreadas

Se colectaron 110 organismos pertenecientes a las 9 especies reconocidas
(de entre las cuales se contemplan 7 de las 8 subespecies), en 47 localidades del
Pacifico Oriental Tropical (Fig. 7, Cuadro 2). A pesar de la intensa basqueda, no se
colectd ningun individuo de la subespecie M. h. polyporosus, por lo que no se realiz6

la comparacién genética entre las subespecies de M. hubbsi.

-1 I20

Localidades de colecta

1.- Bahla de los Suefios MX
2.-Muelle de la APIMX

3.- Playa San Juanico MX
4.-Santa Inés MX

5.- Isla San Marcos MX

6.- Sacrificio MX

7.- Laguna Percebt MX

8.- San Pedro Nolasco MX
9.- Seri Muerto MX

10.- Las Gringas MX

11.- Nuevo Vallarta MX
12.- Punta Carrizales MX
13.- Bahia Santiago MX
14.- La Majahuita MX ne

15.- Zapote de Tizupan MX 126 - 20
16.- Caleta de Campos MX 3
17.-La Raya MX “tgy Q|
18.- Ldzaro Cdrdenas MX 17

18.- Los Nopales MX 22 /

19.- Zacatoso MX *% “Brocha
20.- Playa Quieta MX 23 4

20.-Las Gatas MX Centr
20.- El Yunque MX
21.-Playa Larga MX
22.- Morros Potosi MX
23.-San Agustinillo MX

24.- Tangolunda MX z .
byt Pacifico Oriental

25.-Los Cobanos SAL H
26.- Las Tunas SAL Tr Op lcal
27.- La Estrella SAL

28.-Isla Cabo Blanco CR

29.- Piscina San Miguel CR

29.- Pozas San Miguel CR

30.- Guanacaste CR

31.-IslaLlarga CR

31.- Orocuita CR

32.- Dominicalito CR

33.- Playitas Resort PAN

34.- Los Frailes PAN 38 2
35.- Las Perlas PAN ol
36.- El Pelado ECU

37.- Isla Salango ECU

38.- Playa Negra GAL

39.- Bahla La Fe GAL

40.- Parque Nacional Galdpagos GAL

41.- Barco hundido Karagua GAL

42.- Punta Pitt GAL

- 10

39 41

Fig. 7. Localidades de colecta de las especies del género Malacoctenus a lo largo del Pacifico Oriental
Tropical. @ arrecifes, W pozas de intermarea profundas, * pozas de intermarea someras.
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Cuadro 2

Localidades muestreadas y especies colectadas en cada una de ellas.

Especies
f

g
d
g
c
d
d
d
f,d, g
d
b
|
I
b
|
I
g
I
|
b
I
*
b

f

’ g

n
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Localidad
Bahia de Los Suefios, BCS
Isla San Marcos, BCS
Las Gringas, Sonora
Muelle de la API, Sonora
Laguna Percebu, BC
Playa San Juanico, BCS
Sacrificio, BC
San Pedro Nolasco, Sonora
Santa Inés, BCS
Seri Muerto, Sonora
Arrocito, Oaxaca
Bahia Santiago, Colima
Caleta de Campos, Michoacan
El Yunque, Guerrero
Las Gatas, Guerrero
Playa Larga Ixtapa, Guerrero
La Majahuita, Michoacan
La Raya, Michoacan
Lazaro Cardenas, Michoacan
Los Nopales, Michoacdn
Morros de Potosi, Guerrero
Nuevo Vallarta, Nayarit
Playa Quieta, Guerrero
Punta Carrizales, Colima
San Agustinillo, Oaxaca
Zacatoso, Guerrero
Zapote de Tizupan, Michoacan
Tangolunda, Oaxaca
Dominicalito, Puntarenas
Isla Cabo Blanco, Puntarenas
Isla Larga, Puntarenas
Isla Orocuita, Puntarenas
Piscina San Miguel, Puntarenas
Pozas San Miguel, Puntarenas
Guanacaste, Puntarenas
El Pelado, Santa Elena
Isla Salango, Manabi
Los Cébanos, Sonsonate
Pedrera La Estrella, La Unién
Las Tunas
Las Perlas
Los Frailes, Pedasi
Playitas Resort, Pedasi
Bahia La Fe, Galapagos
Barco hundido de Karagua
Parque Nacional Galdpagos
Playa Negra, Galdapagos
Punta Pitt, Galdpagos

Pais
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México
México

Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Costa Rica
Ecuador
Ecuador
El Salvador
El Salvador
El Salvador
Panama
Panama
Panama
Ecuador
Ecuador
Ecuador
Ecuador
Ecuador

Coordenadas geogrdficas
23°59‘37.1“N 109°49‘32.5“0
27°12’34.8“N 112°2’33.1“0
27°53‘7.5“N 110°57°17.7“0
25°48’36.8“N 111°18'27.9“0

30°492.2“N 114°42‘1.5“0
26°15’0.72“N 112°28'35.8“0
29°45‘4.7“N 114°20’42.4“0
27°58’30.6“N 111°22'44.7“0
27°1'59.1“N 111°54’49.1“0

28°4‘59“N 111°16’32.3“0
15°45'31.8“N 96°543“0O
19°6’31.4“N 104°21‘7.31“0
18°4’23.3“N 102°45‘4.5“0
17°37°19.4“N 101°33‘6.9“0
17°37°19.4“N 101°33‘6.9“0
17°37°23.2“N 101°30°48.8“0
18°24'7.2“N 103°41'47.3“0
18°1‘3“N 102°30'52.5“0
18°2‘51“N 102°372“0
18°2‘51“N 102°372“0
17°322.8“N 101°29'50.4“0
20°45’14.7“N 105°2823.2“0
17°37°19.4“N 101°33‘7“0
19°5’47.8“N 104°26'20.6“0
15°39'50.7“N 96°32’50.9“0
17°39’14.3“N 101° ‘ “O
18°11’48.2“N 103°6’55.8“0
15°45’46.5“N 96°57“0
9°13'22.7“N 83°50’32.4“0
9°32’38.6“N 85°6'49.9“0
9°22'52.8“N 84°9'56.7“0
9°22'52.8“N 84°9'56.7“0
9°34’47.6“N 85°8'12.9“0
9°34’47.6“N 85°8'12.9“0
9°34’47.6“N 85°8'12.9“0
1°56‘9.5“N 80°47°19.9“0
1°37°13.6“N 80°49'35.5“0
13°31'35.8“N 89°48‘5“0
13°10°4.2“N 87°43'25.6“0
13°9’41.5“N 87°57'22.7“0
8°38'20.9“N 79°3'23.2“0
7°20'51.6“N 80°8'11.5“0
7°25‘12“N 80°10°56.2“0
0°45’57.3“S 90°24’43.7“0
0°53’40.2“S 89°372.1“0
0°44’30.6“S 90°18'26.4“0
0°11’'33.3“S91°23’14.2“0
0°42'44.9“S 89°14’52.8“0

Habitat

U oOX»»rPoU>>rroUr»r ov>>r»rouvv—>r»r»rU U OU»rTUTP»PTU UV U TUOU>PHrT U U TUTUD>>>D>

>

a) M. costaricanus, b) M. ebisui, c) M. gigas, d) M. h. hubbsi, e) M. m. margaritae, f) M. m. mexicanus, g) M. t.
multipunctatus, h) M. t. tetranemus, i) M. cf tetranemus, j) M. zacae, k) M. z. sudensis, I) M. z. zonifer, m) M.
zonogaster, *grupo externo: n) Labrisomus multiporosus. Tipo de habitat: A, arrecife; P, pozas de marea someras;
|, poza intermareal.
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Extraccion de ADN, PCR y Secuenciacion

Para la extraccion del ADN se utilizé el método estandar proteinasa
K/fenol/cloroformo de Hillis et al. (1996) modificado de Sambrook et al. (1989).

Posteriormente se amplifico el gen citocromo b (Cytb) por el método de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para cada muestra de ADN (Saiki et al.,
1988) con los primers LA (forward) 5 gtgacttgaaaaaccaccgttg 3’ y HA (reverse) 5
caacgatctccggtttacaagac 3’ (Dowling et al. 2002). La PCR se realiz6 bajo las
siguientes condiciones: activacion de la Taq a 94°C durante dos minutos,
desnaturalizacion a 94°C durante 45 segundos, alineamiento a 43.3-48°C durante un
minuto, elongacion a 72°C durante un minuto y medio los cuales se repitieron 35

ciclos, elongacion final a 72°C durante 5 minutos y refrigeracion a 4°C.

Se amplific6 también el gen nuclear de la rodopsina (Rhod) mediante los
primers RH193 (forward) 5’cntatgaataycctcagtactacc3’” y RH1073 (reverse)
5’ccrcgcacarcgtggtgatcatg3’ (Chen et al., 2003). La PCR se realizd bajo las
siguientes condiciones: activacion de la Taq a 94°C durante cuatro minutos, 35 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, alineamiento a 49.9°C durante 45
segundos, elongacion a 72°C durante 45 segundos, para terminar con la elongacién

final a 72°C durante 5 minutos y refrigeracién a 10°C.

Finalmente se amplificO el gen activante de la recombinaciéon (Ragl)
mediante el uso de los primers externos RAG1F (forward)
5’agctgtagtcagtaycacaaratg 3' y RAGIR (reverse) 5 gtgtagagccagtgrigytt 3’ y los
primers internos RAG3F (forward) 5’ gggtgatgtcagygagaagca 3’ y RAG8R (reverse) 5°
cgccacacaggyttcatct 3’ (Quenouille et al., 2004). La primera PCR se realizé bajo las
siguientes condiciones: se utilizd un touchdown de 35 ciclos, con una temperatura de
desnaturalizaciéon a 94°C durante 3 minutos, seguida de 10 ciclos de 94°C por 45
segundos, 58°C por 45 segundos y 72°C por un minuto con 15 segundos, con una
reduccion de 0.5°C en la temperatura de alineamiento con cada ciclo (de 58°C a
53°C). Seguido de 25 ciclos adicionales con la temperatura de alineamiento
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establecida a 53°C, y el ciclo final con terminado con una elongacion de 72°C
durante 5 minutos. La segunda PCR se llevé a cabo utilizando el mismo protocolo

pero con una temperatura de alineamiento de 55°C.

Los productos de PCR de los genes Cytb y Rhod fueron enviados para su
secuenciacion a High Throughput Sequencing, Washington, EUA. Mientras que para
los productos de PCR de Ragl se llevo a cabo la reaccion de purificacion utilizando
columnas de Sephadex y fueron analizadas utilizando un secuenciador automatico
Applied Biosystem 377 en el Instituto Smithsonian de Investigaciones Tropicales
(STRI).

Para algunos andlisis se utilizaron ademas algunas secuencias obtenidas del

Genbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Especies, numero de voucher, gen utilizado y nimero de acceso de las secuencias genéticas que

fueron tomadas del Genbank en los andlisis.

Especie Individuo Gen pb NUm. de acceso Genbank

Malacoctenus ebisui 01-48-1-SIO Rhod 726 GBhq168957
: Rhod 726 GBhq168958

Malacoctenus gigas 06-54-1-SI0
Ragl 1402 GBhq168837
: _ Rhod 726 GBhq168959

Malacoctenus hubbsi hubbsi 06-54-1-SI10
Ragl 1401 GBhq168838
. . 01-170-1- Rhod 704 GBhq168963

Malacoctenus zonifer sudensis

SIO Ragl 1402 GBhq168842
Rhod 704 GBhq168962

Malacoctenus zacae 07-2-1-SI0
Ragl 1401 GBhq168841
Rhod 704 GBhq168964

Malacoctenus zonogaster 02-88-1-SIO
Ragl 1401 GBhq168843
: : Rhod 726 GBhq168954

Labrisomus xanti 98-34-1-SI10
Ragl 1401 GBhq168833
Cytb 670 GBay973062

01-179-1-

Heterostichus rostratus - Rhod 726 GBhal168988
Ragl 1402 GBh(q168866
Cytb 1050 GBjg681853
Diodon holocanthus 229062 Rhod 768 GBkc442241
Ragl 1362 GBjx189934

pb: pares de base utilizadas
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Alineamiento de secuencias y seleccion de modelo evolutivo

Las secuencias fueron alineadas de manera manual usando el programa
MEGA v5.05 (Tamura et al. 2011), se corroboré la congruencia de las bases por
medio de los cromatogramas, para descartar que la variabilidad se deba a artefactos
del proceso de secuenciacion. Para conocer el modelo evolutivo de sustitucion que
mAas se ajusta a las secuencias se utilizé el programa [MODELTEST v2.1.5 (Darriba
et al., 2012). Los modelos fueron elegidos utilizando el Criterio de Informacion de

Akaike (AIC por sus siglas en inglés) como método de seleccion (Cuadro 4).

Cuadro 4.

Modelos evolutivos de sustitucion y pardmetros estimados por el Criterio de Informacién de Akaike (AIC).

Frecuencia de Parametro:
Modelo bases Forma de la Proporcion de sitios
Gen . -InL : - : .
evolutivo nucleotidicas distribucion invariables
empiricas Gamma
fregA = 0.2397
Cytb TIM3++G ~ 7071.4802  [€4C =0.3651 1.2550 0.6060

freqG = 0.1162
freqT = 0.2791

freqA = 0.1674

freqC = 0.3339
Rhod TPM2uf+l 1488.4197 freqG = 0.2362 - 0.8160

freqT = 0.2625

freqA= 0.2368

Ragl TIM+ 3024.36 freqC= 0.2623 0.7640
freqG= 0.2987
freqT= 0.2022

-InL: logaritmo de la verosimilitud, Ti: transiciones, Tv: transversiones.

Andlisis filogenéticos

Se obtuvieron arboles filogenéticos para cada gen (Cytb, Rhod y Ragl) con
el objetivo de probar la monofilia de las diferentes especies de Malacoctenus que
habitan a lo largo del POT, corroborar si existe una concordancia entre la estructura

genética y las subespecies, ademas de buscar patrones biogeograficos en la
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estructuracion de las poblaciones dentro de las especies. Para ello se obtuvo la
inferencia filogenética por el método bayesiano (IB) por medio del software Mr.Bayes
v3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001) utilizando los modelos evolutivos de
sustitucion, la proporcion de sitios invariables (pinv), la forma de la curva gamma
(shape), bajo 2 simulaciones a través de 10,000,000 millones de generaciones, 4
cadenas de Markov, muestreando cada 100 arboles. Se descarto el 10% (1,000,000)
de las topologias muestreadas del total de inferencias reconstruidas, con el resto se
obtuvo un arbol consenso con una desviacion estandar menor al Sp= 0.003. Se
utilizé el valor de probabilidades posteriores bajo intervalos de confianza del 95%
(Highest Posterior Density-HPD) para evaluar el soporte de los nodos.
Posteriormente se obtuvo un arbol concatenado de los tres genes, utilizando los
modelos y valores previamente obtenidos para cada gen con el programa Mr.Bayes
v3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001).

Posteriormente, se realizd una inferencia a través del método de Maxima
Verosimilitud para cada uno de los genes analizados, se corrié con 1,000 réplicas de
bootstrap por medio del programa informatico raxmIGUI v1.3.2 (Stamatakis, 2006;
Silvestro y Michalak, 2012) utilizando el modelo GTR (Generalized Time Reversible)
y 10,000 réplicas de bootstrap. Se utilizaron ademas la proporcion de sitios

invariables y la forma gamma estimadas en los modelos evolutivos de sustitucion.
Redes de haplotipos

Con la finalidad de observar la estructuracion genética de las poblaciones de
una manera grafica, se construyeron redes de haplotipos para las especies y
subespecies que se encuentran ampliamente distribuidas a lo largo del POT (M.
margaritae, M. ebisui, M. zonifer y M. tetranemus) por medio del programa
NETWORK v4.5.1.6 (Bandelt et al. 1999).

Distancias genéticas (Dp) y diferenciacion Fst

Para conocer el grado de divergencia en el gen Cytb entre las especies y
subespecies reconocidas en el POT, se obtuvieron las distancias genéticas (Dp) por

medio del software Mega v5.05 (Tamura et al., 2011) con 1000 réplicas de bootstrap.
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También se obtuvieron las Dp para el andlisis filogenético concatenado, las cuales se
representan directamente en los nodos del arbol filogenético obtenido previamente.
Para observar el grado de diferenciacion genética entre las subespecies de M.
tetranemus, M. margaritae y M. zonifer se obtuvieron los valores Fsr. Estos
resultados fueron obtenidos también para realizar una comparacion entre los grupos
genéticos encontrados en M. ebisui y M. tetranemus. Los valores Fst fueron
obtenidos utilizando el programa informatico ARLEQUIN v3.5 (Excoffier y Lischer,
2010).

Tasas de mutacion y tiempos de divergencia

Para estimar los tiempos de divergencia entre las subespecies y los grupos
genéticos identificados, se utiliz6 un analisis bayesiano con el programa informatico
BEAST v.1.7.2 (Drummond et al., 2012), se usaron los modelos de sustitucion
nucleotidica estimados anteriormente para las secuencias de los genes Cytb, Rhod y
Ragl, por el método de especiacion Birth-Death Process (Gernhard et al., 2008). Se
utilizé un reloj molecular relajado, calibrado con tasa mutacionales estimadas en
peces arrecifales: para Cytb 0.0085-0.012 sustituciones/sitio/Ma (1.5-2.5% por Ma,
Bowen y Grant, 1997), para Rhod 0.0023-0.0025 sustituciones/sitio/Ma) (0.45-0.5%
por Ma, Keith et al., 2011) y para Ragl 4.69X10-1.02X107? sustituciones/sitio/Ma
(Eytan y Hellberg, 2010). Se utilizaron 80,000,000 generaciones, muestreando cada
1,000 topologias. Se utilizaron Tamafos Efectivos de Muestra (ESS) >250,
descartando el 10% de las topologias para la construccion del arbol consenso, con
un limite de probabilidad igual a 0.5 y limites de confianza mayores al 95%
(HPD>95%).
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8.3 Resultados

Se obtuvo un total de 212 secuencias de los marcadores mitocondrial Cytb
(1050pb, n=94), nucleares Rhod (768pb, n=63) y Ragl (1401pb, n=55) de
organismos de las nueve especies y siete de las ocho subespecies a lo largo del
POT (Cuadro 5).

Cuadro 5. Localidades de colecta para las especies de Malacoctenus, y el grupo externo, Labrisomus dendriticus.
Las columnas representan el nimero de individuos utilizados en el estudio.

Especie Localidad de colecta n n
Secuencias
Malacoctenus costaricanus Piscina San Miguel, Puntarenas Costa Rica 4 4 Cytb
4 Rhod
3 Rag1
Malacoctenus ebisui Las Perlas, Panama 2 16 Cytb
Zacatoso, Guerrero México 2 7 Rhod
Punta Carrizales, Colima México 1 7 Rag1
Isla Salango, Manabi Ecuador 4
Las Gatas, Guerrero México 1
Morros de Potosi, Guerrero México 1
Arrocito, Guerrero México 1
Isla Cabo Blanco, Puntarenas Costa Rica 2
Isla Larga, Puntarenas Costa Rica 1
Los Frailes, Pedasi, Panama 2
Malacoctenus gigas Laguna Percebu, Baja California México 1 2 Cytb
Sacrificio, Baja California México 1 3 Rhod
Bahia de los Angeles, Baja California México 2 Rag1
Malacoctenus hubbsi hubbsi San Pedro Nolasco, Sonora México 1 7 Cytb
Las Gringas, Sonora México 1 5 Rhod
Santa Inés, Baja California Sur México 1 5 Rag1
Seri Muerto, Sonora México 2
Playa San Juanico, Baja California Sur 1
Puerto Libertad, Sonora
Malacoctenus margaritae Piscina San Miguel, Puntarenas Costa Rica 2 6 Cytb
margaritae
Las Perlas, Panama 4 6 Rhod
3 Rag1
Malacoctenus margaritae Santa Inés, Baja California Sur México 2 5 Cytb
mexicanus
Zacatoso, Guerrero México 1 5 Rhod
El Yunque, Guerrero México 1 4 Rag1
Bahia de los Sueiios, Baja California Sur México 1
Malacoctenus tetranemus La Raya, Michoacan México 2 17 Cytb
Santa Inés, Baja California Sur México 1 14 Rhod
Isla San Marcos, Baja California Sur México 1 12 Rag1
Muelle de la API, Baja California Sur México 2
El Pelado, Santa Elena Ecuador 4
Barco hundido de Karagua, Galapagos Ecuador 2
Bahia La Fe, Galapagos Ecuador 1
Morros de Potosi, Guerrero México 1
Tangolunda, Oaxaca México 1
Isla Cabo Blanco, Puntarenas Costa Rica 1

CRPM |Capitulo |



Historia evolutiva del género Malacoctenus (LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

Isla Orocuita, Puntarenas Costa Rica 1
Los Frailes, Pedasi Panama 1
Pedrera La Estrella, La Unién El Salvador 2
Las Perlas, Panama 1
Isla Salango, Manabi Ecuador 4
Malacoctenus zacae San Agustinillo, Oaxaca México 3 3 Cytb
3 Rhod
3 Rag1
Malacoctenus zonifer zonifer Caleta de Campos, Michoacan México 2 21 Cytb
Los Nopales, Michoacan México 1 7 Rhod
Lazaro Cardenas, Michoacan México 1 8 Rag1l
Zapote de Tizupan, Michoacan México 5
La Majahuita, Michoacan México 1
Bahia Santiago, Colima México 2
Nuevo Vallarta, Nayarit México 2
Playa Larga Ixtapa, Guerrero México 5
San Agustinillo, Oaxaca México 3
Malacoctenus zonifer sudensis Los Cébanos, El Salvador 2 9 Cytb
Guanacaste, Costa Rica 3 5 Rhod
Pozas San Miguel, Puntarenas Costa Rica 1 4 Rag1
Dominicalito, Puntarenas Costa Rica 1
Playitas Resort, Pedasi Panama 2
Pozas Las Tunas, El Salvador 1
Guanacaste, Costa Rica 2
Playa Grande, Guanacaste Costa Rica
Malacoctenus zonogaster Playa Negra, Galapagos Ecuador 4 4 Cytb
4 Rhod
4 Ragl
Grupos externos
Labrisomus multiporosus Playa Quieta, Guerrero México 1 2 Rag1
Parque Nacional Galapagos 1
Labrisomus dendriticus Barco hundido de Karagua 1 1 Cytb

n, nimero de individuos colectados de cada localidad ; n Secuencias, nUmero de secuencias de cada gen por
especie.

Arboles filogenéticos

En el arbol filogenético del Cytb (Fig. 8) aparecen dos grupos principales,
uno que contiene a M. ebisui, y el otro conformado por el resto de las especies, entre
los cuales no se resuelven las relaciones, uno de los grupos esta conformado por M.
gigas, M. hubbsi, M. zonifer, M. zonogaster y M. zacae. Dentro de este aparecen dos
grupos, uno formado por M. hubbsi y M. gigas y otro conformado por M. zonifer, M.
zonogaster y M. zacae, sin embargo, las relaciones entre estos dos grupos no estan
bien soportadas. Otro grupo lo conforman las especies M. tetranemus y M.

margaritae.
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Las especies y subespecies aparecen bien diferenciadas en grupos
monofiléticos genéticamente divergentes, en donde las subespecies se encuentran
relacionadas entre si. Otros patrones divergentes hasta ahora desconocidos se
encontraron en M. ebisui, mostrandose estructura y diferenciacion genética entre las
poblaciones de México, Costa Rica y Ecuador-Panamé. Por otro lado, se observo
una poblacion de M. tetranemus bien diferenciada conformada por individuos

pertenecientes a Ecuador continental (Fig. 8).

Los &rboles filogenéticos obtenidos con los genes nucleares Rhod (Fig. 9) y
Ragl (Fig. 10) muestran patrones similares que para Cytb. Las especies y
subespecies conforman grupos monofiléticos, diferenciado a las subespecies. En
ambos arboles se observaron dos grupos principales: 1) conformado por especies
que habitan en arrecifes rocosos: M. tetranemus, M. margaritae y M. ebisui, y 2)
integrado principalmente por especies que habitan en pozas del intermareal rocoso
M. gigas, M. zacae, M. zonogaster, M. zonifer y una especie de arrecife, M. hubbsi.
Malacoctenus costaricanus no conforma parte de ninguno de los grupos en el arbol
de Rhod pero en el arbol de Ragl se relaciona con el segundo grupo. Por otro lado,
en el arbol de Rhod se encontrd una relacion estrecha entre las especies M. gigas y
M. hubbsi, mientras que en el arbol de Ragl M. hubbsi se encuentra relacionada

filogenéticamente a M. zacae (Figs. 9 y 10).

En los dos arboles fue posible encontrar la estructuracion previamente
observada en el arbol de Cytb en las poblaciones de M. tetranemus, en donde se
observan dos grupos, uno conformado por individuos pertenecientes a las cuatro
provincias del POT y otro integrado por individuos de Ecuador continental, con
valores de soporte altos. Para la especie M. ebisui, ho se formaron los grupos

observados con el gen Cytb.
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Fig. 8. Hipotesis filogenética obtenida con el gen Cyt b de las especies del género Malacoctenus del
POT, obtenida por método Bayesiano. Se muestran los valores de soporte BY/ML en porcentaje y en

rojo los valores de la _Dp entre grupos.
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Fig. 9. Hipétesis filogenética obtenida con el gen Rhod por método Bayesiano utilizando como grupos
externos: Labrisomus xanti, Labrisomus multiporosus, Labrisomus striatus, Alloclinus holdieri y
Gibbonsia elegans. Se muestran los valores de soporte BY/ML.
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Fig. 10. Hipétesis filogenética obtenida con el gen Ragl por método Bayesiano utilizando como grupos
externos: Labrisomus xanti. Se muestran los valores de soporte BY/ML.
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En el arbol concatenado se resuelven mejor tanto las relaciones basales
como las terminales, con excepcion de M. costaricanus, que aparece en una
politomia basal junto con otros dos clados que se forman. El Clado | esta
representado por las especies M. tetranemus, M. ebisui y M. margaritae, mientras
que el Clado Il esta representado por las especies M. gigas, M hubbsi, M zonifer, M.

zonogaster y M. zacae (Fig. 11).

Malacoctenus hubbsi aparece como especie hermana de M. gigas, al igual
qgue los resultados recuperados con los genes Cytb y Rhod, sin embargo, esta
relacion muestra un valor de soporte bajo (pp 0.71). La relacién entre las especies M.
zonifer y M. zonogaster se mantuvo constante en los arboles obtenidos con los tres
genes y en el arbol concatenado, con un valor de soporte de 0.97. Por otro lado, M.
ebisui y M. margaritae son grupos hermanos, al igual que en los resultados obtenidos

con Ragl, en donde el valor de soporte es igual a 1.

Las especies y subespecies aparecen como grupos monofiléticos bien
diferenciados. Las subespecies de M. margaritae y M. zonifer son filogenéticamente
cercanas, estas relaciones estan soportadas con valores altos (pp 100 y 97

respectivamente).

La especie M. tetranemus aparece un grupo integrado por dos grupos
monofiléticos altamente soportados (pp 100), uno de los cuales esta conformado por
individuos de Ecuador continental y el otro por individuos colectados en todo el rango
de distribucién de la especie, incluyendo Ecuador continental, los cuales presentan
una divergencia genética de Dp = 1.3%. De igual forma, se observa una
estructuraciéon de las poblaciones de M. ebisui en dos grupos altamente soportados
(pp 100): uno representado por organismos recolectados en el centro de México y
otro representado por las poblaciones recolectadas al sur del Golfo de Fonseca

(Centroamérica y Sudamérica), con una divergencia genética de Dp = 1.6%.
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Fig. 11. Arbol filogenético concatenado de los genes mitocondrial Cytb y nucleares Rhod y Ragl obtenida
por método Bayesiano utilizando como grupos externos: Labrisomus multiporosus, Heterostichus
rostratus y Diodon holocanthus. Se muestran los valores de soporte BY y en rojo los valores de la _Dp
media entre grupos. Dibujos: Sergio Godinez.
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Redes de haplotipos

Se obtuvieron las redes de haplotipos usando el gen mitocondrial Cytb para
las especies que se encuentran ampliamente distribuidas a lo largo del POT (M.

tetranemus, M. margaritae, M. ebisui y M. zonifer).

La red de haplotipos de M. tetranemus, mostré congruencia con el arbol
filogenético, en donde no se observa ninguna estructuracion genética conforme a la
geografia del POT y se observa un grupo conformado por individuos de Ecuador

continental separado por mas de 30 pasos mutacionales (Fig. 12).

No. de individuos @ BCS MX
poriReotPy @ Michoacan MX
@ Guerrero MX

(3 @ Oaxaca MX
~ 1 @ Costa Rica

4 @ Panama

® pasos mutacionales @® Fcuador
@ haplotipos ancestrales O Galépagos

o W

n=17
m=0.02018
H4=0.9779

Fig. 12. Red de haplotipos del gen Cytb de M. tetranemus.

Por otro lado, las redes de haplotipos de M. margaritae, M. ebisui y M. zonifer
mostraron estructuracién genética correspondiente a las provincias biogeograficas
dentro del POT. En el caso de M. margaritae y M. zonifer se pueden observar dos
grupos principales correspondientes a las poblaciones de las subespecies
reconocidas, mientras que para la especie M. ebisui se visualizan tres grupos, de

igual manera que en el arbol filogenético.

Las subespecies de M. zonifer se encuentran separadas por 96 pasos

mutacionales, las subespecies de M. margaritae se encuentran diferenciadas por 72
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pasos mutacionales, mientras que las poblaciones de M. ebisui a ambos lados de la
brecha arenosa Centroamericana se encuentran separadas entre 52 y 57 pasos
mutacionales. Los grupos genéticos de M. ebisui Costa Rica y Panama-Ecuador se

encuentran separados por 21 pasos mutacionales.

Las especies mostraron una diversidad haplotipica (Hg) elevada y una
diversidad nucleotidica baja (1), las cuales son caracteristicas de poblaciones que

sufrieron una reciente expansion poblacional (Fig. 13).

b) M. margaritae N‘;;";Z;;:’:Z;’:s @ BCS MX
n=11 c) M. zonifer O s © Nayarit WX
7= 0.04480 e
n=30 O s @ Michoacan MX
Hq¢=1.0 @ Guerrero MX
= 0.04354 O 3 @ Oaxaca MX
5NV v Hy=0.933 CC)) 2 @ El Salvador
> 1 @ Costa Rica
w._!;_-. m’ @ pasos mutacionales @ Panama
@ haplotipos ancestrales @ Ecuador

a) M. ebisui
n=16

7= 0.00049
Hq=1.0

(m:
i

Fig. 13. Red de haplotipos del gen Cytb de a) M. ebisui, b) M. margaritae y c) M. zonifer. n: nimero de
individuos, m: diversidad nucleotidica, Hy: diversidad haplotipica.
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Distancias genéticas (Dp) y diferenciacion Fst

Se observaron distancias genéticas con valores entre Dp = 7.8 a 18.2% para

las especies y subespecies. Malacoctenus m. margaritae y M. m. mexicanus

presentan con una distancia genética de Dp = 7.8%, mientras que las subespecies M.

z. zonifer y M. z. sudensis presentan una distancia de Dp = 9.6% (Cuadro 6).

Malacoctenus ebisui y M. costaricanus fueron las especies que mostraron

las distancias genéticas mas elevadas con respecto al resto de las especies y

subespecies (Dp = 15.7-17.6, 16.4-18.2% respectivamente). La distancia mas

elevada se encontr6 entre la subespecie M. m. margaritae y la especie M.
costaricanus (Dp = 18.2%) (Cuadro 6).

Cuadro 6

Cost
Ebis
Gig
Hub
Mar
Mex
Sud

Tetra
Zac
Zon

Estimados de la Dp utilizando el gen Cytb entre especies y subespecies descritas.
Cost  Ebis Gig Hub Mar Mex Sud Tetra Zac Zon Zng
0.011 | 0.011 | 0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.011 | 0.011 | 0.012 | 0.012 | 0.011
0.169 0.011 | 0.012 | 0.011 | 0.011 | 0.011 | 0.011 | 0.011 | 0.012 | 0.011
0.166 | 0.170 0.010 | 0.011 | 0.010 | 0.010 | 0.011 | 0.011 | 0.011 | 0.010
0.171 | 0.169 | 0.125 0.011 | 0.011 | 0.010 | 0.010 | 0.011 | 0.011 | 0.011
0.182 | 0.162 | 0.145 | 0.158 0.008 | 0.011 | 0.011 | 0.011 | 0.012 | 0.011
0.178 | 0.157 | 0.140 | 0.160 | 0.078 0.011 | 0.010 | 0.011 | 0.012 | 0.011
0.164 | 0.163 | 0.132 | 0.134 | 0.154 | 0.152 0.011 | 0.012 | 0.009 | 0.009
0.173 | 0.171 | 0.157 | 0.154 | 0.156 | 0.145 | 0.167 0.011 | 0.011 | 0.011
0.176 | 0.172 | 0.144 | 0.152 | 0.160 | 0.157 | 0.152 | 0.178 0.012 | 0.011
0.173 | 0.176 | 0.147 | 0.145 | 0.164 | 0.163 | 0.096 | 0.173 | 0.162 0.009
0.171 | 0.176 | 0.142 | 0.139 | 0.160 | 0.159 | 0.106 | 0.176 | 0.165 | 0.102

Zng

Cost) M. costaricanus, Ebis) M. ebisui, Gig) M. gigas, Hub) M. h. hubbsi, Mar) M. m. margaritae,
Mex) M. m. mexicanus, Sud) M. z. sudensis, Tetra) M. tetranemus, Zac) M. zacae, Zon) M. z.
zonifer, Zng) M. zonogaster.

Los nuimeros bajo la diagonal representan la Dy entre grupos, nimeros arriba de la diagonal
representan la desviacion estandar.

Se observaron valores significativos de Fst altos para la comparacion entre

subespecies, los cuales van de 0.933 para M. margaritae y 0.966 para M. zonifer y el

valor bajo de 0.066 para M. tetranemus (Cuadro 7). El valor obtenido para M.
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tetranemus no incluye a las poblaciones del grupo Ecuador continental debido a que

conforma un grupo monofilético a parte, diferente genéticamente al grupo POT.

Cuadro 7

Estimados de los valores Fsr del gen Cytb entre las subespecies
de M. tetranemus, M. margaritae y M. zonifer separadas por la
brecha Centroamericana.

I:ST
Malacoctenus tetranemus 0.0662*
Malacoctenus margaritae 0.9330*
Malacoctenus zonifer 0.9656*

Las comparaciones fueron llevadas a cabo entre las poblaciones
de México vs Centro y Sudamérica. *Valores de Fst con p<0.05.

Al analizar las distancias genéticas y la diferenciacion de los grupos
genéticos encontrados dentro de las especies M. tetranemus y M. ebisui, se encontré
que el grupo de M. tetranemus de Ecuador continental muestra una divergencia
genética de Dp = 3.9% respecto al grupo de M. tetranemus conformado por
individuos provenientes de localidades a lo largo del POT, ademas de un valor de Fst

alto y significativo (0.784) (Cuadro 8), ambos grupos se encuentran en simpatria.

Cuadro 8

Estimados de las f)p y Fst del gen Cytb entre grupos genéticos de
M. tetranemus.

FST E)p

Malacoctenus tetranemus *0.7839 0.039

Las comparaciones fueron llevadas a cabo entre el grupo POT vs
grupo Ecuador continental. * p<0.05.

Las diferencias genéticas encontradas entre las poblaciones de M. ebisui a lo
largo de su distribucion en el POT son elevadas, se muestra una Dp = 4.9% entre las
poblaciones de México vs Panama-Ecuador, Dp = 4.6% para la comparacion de las
poblaciones de México vs Costa Rica y Dp = 2.8% entre Panama-Ecuador vs Costa
Rica. Los valores de Fst encontrados para estos grupos fueron significativos y
elevados, entre 0.77 y 0.87 (Cuadro 9).
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Cuadro 9 B
Estimados de las Dy y Fsr del gen Cytb entre grupos genéticos de M. ebisui.

México Costa Rica Panama-Ecuador
México - 0.7927* 0.8712*
Costa Rica 0.046 - 0.7705*
Panama-Ecuador 0.049 0.028 -

Los valores de la media de las E)p se muestran abajo de la diagonal, los valores Fst
arriba de la diagonal. *Valores de Fst con p<0.05.

Tiempos de divergencia

La filogenia obtenida en el proceso de fechamiento de los eventos

cladogenéticos concuerda en su mayoria con el arbol concatenado (Fig. 14).

Se encontré que las subespecies de M. margaritae se separaron hace
aproximadamente 5 Ma, mientras que las de M. zonifer hace aproximadamente 6 Ma.
Las poblaciones de M. ebisui separadas por la brecha Centroamericana divergieron
hace aproximadamente 2.4 Ma, ademas de que los grupos poblacionales Panama-
Ecuador y Costa Rica se separaron hace cerca de 1.3 Ma. Mientras que para las

poblaciones de M. tetranemus de Ecuador continental se estimé un fechamiento de
1.6 Ma.
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Fig. 14. Reconstruccion filogenética por
inferencia bayesiana y estimacién de los
tiempos de divergencia usando los
genes Cytbh, Rhod y Raglentre las
especies de Malacoctenus del POT,
subespecies y grupos divergentes.
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8.4 Discusion

Los estudios taxonémicos en el género Malacoctenus han sido escasos
(Greenfield y Johnson, 1981; Springer, 1959; Stepien et al., 1997; Hastings y
Springer, 2009a), todos ellos usan caracteres morfologicos, existiendo una
controversia importante en relacion a la identidad taxondmica de algunas especies,
incluso algunos de ellos usan informacion biogeografica para delimitar especies. Los
andlisis moleculares realizados en el presente trabajo permiten evaluar la historia
evolutiva de las especies del género Malacoctenus en el Pacifico Oriental Tropical,
asi como los procesos que pudieron influir en su evolucién e historia biogeogréfica,

ademas de hacer recomendaciones taxondmicas y de conservacion.
Biogeografia

Histéricamente se ha hipotetizado que las brechas de Sinaloa vy
Centroamericana actian como barreras al flujo genético de las poblaciones de los
peces costeros que habitan fondos rocosos, especialmente para las especies
cripticas (Hubbs, 1953; Springer, 1959; Briggs, 1974; Hastings y Springer, 2009a;
Hastings, 2000). Esto ha sido atribuido principalmente a la ausencia de un habitat
adecuado (Hastings, 2000) y a que, a pesar de presentar una larva planctonica,
generalmente, las especies de talla pequefa presentan poca conectividad, ya que se
trata de especies sedentarias que exhiben cierto grado de filopatria (Duncan et al.
2006). Por tanto, las brechas arenosas, aunado a procesos oceanograficos y algunas
caracteristicas intrinsecas de las especies, podrian estar actuando como barreras a
la migracion de individuos entre poblaciones, influyendo fuertemente en los procesos

de especiacion que ocurren en la region.
Patrones biogeograficos

En los analisis moleculares realizados en la presente investigacion se
observd que tres especies ampliamente distribuidas a lo largo del POT presentan
una estructuracion genética poblacional, cuya separacién coincide con la brecha

arenosa Centroamericana. Dos de ellas, M. margaritae y M. zonifer, habian sido
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identificadas con diferencias morfolégicas importantes entre sus poblaciones
distribuidas al sur de la brecha y al norte de la brecha, estas diferencias permitieron
reconocer a estas poblaciones como subespecies (Springer, 1959), e incluso se ha
propuesto que sean elevadas al nivel de especie (Hastings y Springer, 2009). La
tercera corresponde a M. ebisui, donde las poblaciones al sur y al norte de la brecha
se encuentran fuertemente diferenciadas, siendo esta la primera ocasion que se

documenta dicha diferenciaciéon, en este caso con caracteres moleculares.

Es evidente que las poblaciones alopétricas de M. margaritae, M. zonifer y M.
ebisui distribuidas a cada lado de la brecha arenosa de Centroamérica han seguido
una historia evolutiva independiente por un largo periodo de tiempo, existiendo una
ausencia de flujo genético entre las poblaciones alopatricas. Esto es sustentado por
los resultados filogenéticos, donde se recupera a estas especies como monofiléticas
y a las poblaciones a ambos lados de la brecha como grupos hermanos, en todos los
casos con altos valores de soporte (Figs. 8, 9, 10 y 11). Las redes de haplotipos del
Cytb (Fig. 13) muestran esta misma separacion, donde las subespecies de M. m.
mexicanus y M. m. margaritae se encuentran separadas por 72 pasos mutacionales,
M. z. zonifer y M. z. sudensis por 96 pasos mutacionales, mientras que M. ebisui por
52 a 57 pasos mutacionales. La hipétesis de una historia evolutiva independiente es
reforzada por las distancias genéticas entre dichas subespecies, siendo Cytb = 7.8%
y concatenado Con = 2.6% para las subespecies de M. margaritae, Cytb = 9.6% y
Con = 3.3% para M. zonifer y para las poblaciones divergentes de M. ebisui de Cytb
= 4.6-4.9% y Con = 1.6%. Estando estos valores muy por arriba de las distancias
aceptadas para especies bien reconocidas, que es del 2% para el gen mitocondrial
Cytb (Avise, 2000). De igual forma, los altos valores de Fst (M. margaritae 0.9330, M.
zonifer 0.9656) refuerzan esta hipotesis (Cuadros 6y 7, Fig. 8).

Generalmente, la estructuracion genética de las poblaciones de peces
marinos ha sido atribuida a factores oceanograficos y ecoldgicos, entre los que
destacan las corrientes oceanicas y la ausencia de habitat adecuado (Rocha-
Olivares y Vetter, 1999; Riginos y Nachman, 2001). Segun Hastings (2000) y

Pondella (2003), la brecha arenosa de Centroamérica juegan un papel muy

M
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importante en los eventos de especiacion de los organismos que habitan esta region
(Craig et al., 2006), especialmente para los peces arrecifales que habitan en fondos

rocosos (Hastings, 2000).

Los tiempos de divergencia estimados para las subespecies de M.
margaritae y M. zonifer (5 y 6 Ma respectivamente) indican que divergieron en el
Mioceno tardio y Plioceno temprano (Fig. 14). Lo cual coincide con los tiempos de
divergencia propuestos por Springer (1959) entre las poblaciones de Malacoctenus a
ambos lados de la brecha Centroamericana, basada en los trabajos paleo-geoldgicos
de Schuchert (1955).

Generalmente, la estructura genética e historia demografica de las especies
estd ligada a procesos geoldgicos (Taylor y Hellberg, 2006). En este caso, la
formacién del Istmo Centroamericano y el calentamiento global durante el Plioceno
temprano han sido propuestos como eventos histéricos importantes que modelaron
la evolucion y distribucién actual de los blénidos, incluidos los labrisémidos (Lin y
Hastings, 2013). El cierre del Istmo de Panama (18-3.1 Ma, Lessios, 2008), fue un
evento crucial en los procesos de especiacion de los organismos marinos, no solo
entre el POT y el Atlantico, sino también en las especies distribuidas a lo largo del
POT (Lessios, 2008; McCartney et al., 2000). Se ha propuesto que hace
aproximadamente 5 Ma existieron fuertes cambios en la circulacion de las corrientes
oceanicas dentro del POT (Lessios, 2008), lo cual es coincidente con el tiempo de
divergencia de las subespecies de M. margaritae y M. zonifer. Por lo que el continuo
cierre del estrecho de Panama, la caida en el nivel del mar y el cambio en las
corrientes ocedanicas (Palumbi, 1996; Cannaciato y Ravelo, 1997), pudieron actuar en
conjunto y ocasionar las restricciones del flujo genético entre las poblaciones,
aislandolas a cada lado de lo que en ese entonces era el Istmo Centroamericano, las
cuales, a partir de aqui, siguieron una linea evolutiva independiente, que con el paso
del tiempo divergieron de manera importante y se formaron los linajes evolutivos
independientes que vemos en la actualidad. Una vez establecido cada linaje a cada
lado del istmo, la formacion de la brecha arenosa Centroamericana y los giros

oceanograficos que se formaron una vez que se cerrd el istmo en Tehuantepec y

CRPM . |capitulo |



Historia evolutiva del género Malacoctenus (LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

Papagayo, los cuales son ocasionados por los Chorros de Viento Transistmicos que
atraviesan las brechas montafiosas de Tehuantepec y Nicaragua (Fiedler y Lavin,
2006; Willett et al., 2006), pueden ser la causa en la restriccion del flujo de migrantes
entre ambos lados de la brecha, la primera fungiendo como una brecha determinada
por la ausencia de un habitat adecuado, y la segunda como un mecanismo de
retencion de larvas dentro de los giros, mecanismos que han sido reportados en
varias especies de peces (Brogan, 1994; Riginos y Victor, 2001; Contreras-Catala et
al., 2012). Los tiempos de divergencia entre las subespecies encontrados en el
presente trabajo son congruentes ademas con los patrones de diversificacion
observados en otros géneros y familias de peces marinos (Eytan et al., 2012; Tavera
et al.,, 2012; Santini et al., 2013; Sorenson et al., 2013). Lo cual, sugiere que los
cambios oceanograficos y climatolégicos ocurridos como consecuencia del cierre del
Istmo Centroamericano y los periodos glaciares durante el Plioceno y Pleistoceno,
desencadenaron procesos de especiacion en diversas especies de peces marinos a
lo largo del POT.

Las poblaciones de M. ebisui separadas por la brecha Centroamericana
presentan un aislamiento mas reciente, fechado en aproximadamente 2.4 Ma,
durante el Pleistoceno. Para esta especie, un evento que pudo haber influido en su
estructuracion poblacional es la NGH (Glaciacion del Hemisferio Norte por sus siglas
en inglés), durante el Plio-Pleistoceno, hace aproximadamente 2.6 Ma (Lyle et al.,
2000; Lawrence et al.,, 2006). Es importante recordar que se ha reportado una
asociacion de M. ebisui a corales ramosos del género Pocillopora (Galvan-Villa,
2008), y estos eventos de glaciacion durante el Pleistoceno tuvieron un impacto
importante en los corales de la regién, ya que las oscilaciones en el nivel del mar
alteraron dramaticamente la cubierta coralina, mientras que los eventos de
calentamiento y enfriamiento resultaron en la extincibn de muchas especies de
corales (Cortés, 1986, 1997), incluso la mortalidad y desaparicion de corales del
género Pocillopora es atribuida a eventos de enfriamiento y a la presencia de
afloramientos en la zona (Wilson, 1990; Carriquiry y Reyes-Bonilla, 1997), por lo que,
este evento de glaciacion, aunado a la formacion de la brecha arenosa y los giros

antes mencionados, que influyeron fuertemente en la conformacion de las
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poblaciones de corales en la region (Glynn y Macintyre, 1977; Cortés, 1997, Glynn y
Ault, 2000), pudieron en consecuencia tener una influencia importante en la

estructuracion genética de M. ebisui.

Es claro que se estd muy lejos de tener una vision amplia de la historia
evolutiva de la mayoria de las especies dentro del POT, sin embargo, si se continda
con este tipo de estudios y se descubren otros complejos de especies cripticas aun
desconocidos, tal como sucedié con Elacatinus puncticulatus (Sandoval-Huerta,
2014), la delimitacion de las provincias biogeogréaficas a lo largo del POT podra ser

mas objetiva.

De acuerdo con el patrén de formacién de linajes genéticamente divergentes
y evolutivamente independientes a ambos lados de la brecha arenosa, al menos para
tres especies de Malacoctenus, los resultados encontrados en la presente
investigacion, soportan la propuesta biogeografica de Hastings (2000), en la que
sugiere la existencia de cuatro provincias biogeograficas (Cortés, Mexicana,
Panamica y Galapagos) en el POT. Su estudio fue basado en la distribucién de
peces cripticos de la familia Chaenopsidae. Los chaenopsidos y labrisémidos forman
parte del suborden Blennioidei, peces marinos de talla pequefia fuertemente
asociados al fondo, razén por la cual, se han convertido en modelos de estudio en
torno a la evolucion y biogeografia del POT (Hastings y Springer, 2009b). El hecho
de que la brecha Centroamericana conforme el limite de la distribucion de muchas
especies de peces cripticos y divida, tanto genética como morfolégicamente, a las
poblaciones de varias especies de Malacoctenus, soportan la idea que las provincias

Mexicana y Panamica deben ser reconocidas como tales.
Eventos biogeograficos independientes

Ademas de los patrones biogeogréaficos antes mencionados, en el presente
trabajo se reconocieron eventos biogeogréaficos independientes que no habian sido
reconocidos hasta ahora. Uno de ellos es la presencia de un linaje evolutivo
independiente en la especie M. tetranemus que ocurre en simpatria con su linaje

hermano. Esto se aprecia de manera clara en los arboles filogenéticos, en donde se
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observa a la especie M. tetranemus como un grupo monofilético y a los linajes
independientes como grupos hermanos con un alto valor de soporte. Cada grupo
esta separado por una distancia genética entre ellos de 3.9% para el Cytb y 1.3%
para el concatenado y un valor de diferenciacién genética alto y significativo Fst =
0.7839 (Figs. 8 y 11, Cuadro 8).

Por otro lado, en los andlisis de Cytb, se encontrd la formacion de un tercer
linaje entre las poblaciones de Costa Rica y Panama-Ecuador de M. ebisui (Fig. 8 y
13). Estos linajes, Panama-Ecuador y Costa Rica se encuentran separados por 21
pasos mutacionales en el Cytb y una distancia genética de 2.8%. Encontrandose una

Fst significativa y alta (0.77) (Cuadro 9).

A pesar de que, como se menciond anteriormente, existe muy poca
informacion en relacion a la biologia de estas especies, en las inmersiones
realizadas para la captura de organismos a lo largo del POT, se observd que la
reproduccion de M. ebisui ocurre en invierno. En este sentido, los afloramientos
estacionales que ocurren durante esta época en el Golfo de Panama (Fiedler y
Talley, 2006; O’Dea et al., 2012), region donde la elevacién de las montafias en
América Central es baja (De Gracia et al.,, 2012), conforman un sistema de
surgencia, caracterizado por bajas temperaturas y altos niveles de nutrientes y
produccion primaria. Este sistema de surgencias y los giros anticiclonicos de las
corrientes ocednicas que suceden al término de los afloramientos (Stumpf, 1974;
Stumpf et al., 1977), coinciden con la formacion de linajes dentro de la especie, lo
cual puede provocar una retencién de larvas y una restriccion del flujo entre las
poblaciones, esto mediante la formacion de una barrera al movimiento de
organismos debido a las variaciones en la temperatura y salinidad (Fiedler y Talley,
2006), de igual forma pueden restringir la distribucion de los corales del género
Pocillopora, teniendo efecto en la disponibilidad de habitat para M. ebisui, tal como
se mencion6 anteriormente. Por lo que, junto con otros factores, como el domo de
Costa Rica (Fiedler y Talley, 2006), pueden estar causando barreras fisicas para la
dispersion de las larvas planténicas entre las poblaciones (Fig. 15). En este sentido,

algunos trabajos demuestran que la temporalidad de las larvas influye en los
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procesos de especiacion (Wellenreuther y Clements, 2007), en donde ademas, las
comunidades larvarias y su distribucion estan fuertemente influenciadas por la
circulacion de masas de agua en el POT y la dinamica de los procesos a gran escala
y meso escala (Ledn-Chavez et al.,, 2010) en donde también se ha propuesto que
existe una disparidad en la duracion de la larva pelagica (DLP) dentro de la misma
especie en diferentes zonas del POT ocasionada por una heterogeneidad de
ambientes a lo largo de la region (Wellington y Victor, 1992), esto sugiere que la
época de eclosion de las larvas, junto con los factores oceanograficos estacionales,
influyen fuertemente en los procesos de especiacion y estructuracion genética de las

poblaciones de peces marinos que habitan en la region.

Brecha de
Sinaloa

< &=
M. ebisui
México

Papagayo

Tehuantepec
Panama

M. ebisui

Costa Rica L)

0 500Km
—

Fig. 15. Principales factores oceanogréaficos que influyen en la fragmentacién de Malacoctenus
ebisui. Modificado de Hastings (2000), Fiedler y Talley (2006) y Robertson y Allen (2008).

Consideraciones biogeogréficas generales

Los factores fisicos oceanograficos no son los Unicos que intervienen en la
modelacion de la estructura genética de las poblaciones, ya que las caracteristicas

intrinsecas de los peces marinos juegan un papel crucial en la diversificacién de los
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grupos, dado que la ecologia, comportamiento e historia natural de las mismas
participan de manera importante en la modelacion de los patrones filogeograficos
(Avise, 2000).

A pesar de que existe poca informaciéon en relacion a la historia de vida de
las especies del género Malacoctenus, se debe reconocer que las caracteristicas
intrinsecas de las especies, como la temporada de reproduccion, las habilidades de
dispersion de las larvas planctonicas (solamente se conoce la duracidén de la larva
pelagica de M. hubbsi y M. zonogaster, 24 y 25 dias respectivamente, Brogan, 1992,
1994; Bernardi et al., 2014), la filopatria, el cuidado parental, la seleccion sexual,
entre otros, pueden estar actuando en combinacion con las barreras fisicas
oceanogréficas de la regién, de esta manera, si la reproduccion de las especies
ocurre durante los periodos del afio en que los afloramientos promueven corrientes,
cambios de temperatura y salinidad, factores que pueden actuar como barreras a la
dispersiéon de organismos, esto podria influir en la estructura o flujo genético
observado. El tiempo de reproduccion ha sido reconocido como uno de los factores
causales de especiacién en especies cripticas (Wellenreuther y Clements, 2007). No
obstante, si la especie se reproduce en una época del afio en que no es afectada por
estos factores y la distribucion de las larvas se ve favorecida por la presencia de
corrientes oceanicas como la corriente Panamica o costera de Costa Rica, no es
dificil pensar en que exista una conectividad entre las poblaciones, como ha sido
reportado en las especies Elacatinus puncticulatus y Axoclinus storeyae (Sandoval-
Huerta, 2014; Torres-Hernandez, 2014) en donde existe un flujo unidireccional de la
larva plancténica, lo que es atribuido a la época de reproduccion y el transporte de
las corrientes oceanicas predominantes durante esta época. O bien si la especie
puede tolerar una gama amplia de condiciones ambientales, las brechas arenosas
pueden no estar influyendo en la capacidad de algunas especies de atravesar dichas

areas (como podria estar sucediendo en M. tetranemus).

Se ha observado que las especies del género Malacoctenus del POT tienen
preferencia de habitat, de tal manera que algunas especies se encuentran

principalmente en arrecifes, otras en pozas de marea someras y una mas en pozas

M
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de marea profundas. En la presente investigacion se encontraron dos clados
principales: el clado | se encuentra conformado por especies que habitan en arrecifes
rocosos, mientras que el clado Il se encuentra integrado por especies que habitan
pozas de marea someras y una especie que habita en arrecife (Fig. 11). Se ha
demostrado para algunas especies de peces cripticos una diversificacion por
especificidad de habitat (Taylor y Hellberg, 2005; Lin y Hastings, 2011; Eytan et al.,
2012). Hickey et al. (2009), sugieren que la estructura genética de las poblaciones de
triplealetas (Tripterygiidae) en Nueva Zelanda esta relacionada con el habitat.
Mientras que Taylor y Hellberg (2005), sugieren que la diversificacién de los gobios
(especies del género Elacatinus) fue causada por una adaptacion ecologica a las
condiciones ambientales, seguida por una diversificacion basada en los colores y la

morfologia.

Ademas, las especies de Malacoctenus del POT también presentan cuidado
parental (Petersen, 1988) y dimorfismo sexual. En algunas especies el dimorfismo
sexual es muy marcado como es el caso de M. ebisui, mientras que en otras las
diferencias son mas sutiles (M. zacae). Por lo que, aunado a una restriccion al flujo
genético, las diferencias en coloracion y posiblemente en comportamiento podrian
estar contribuyendo a la especiacion de estos organismos, ya que las diferencias
ecolégicas y de comportamiento pueden facilitar simultineamente un aislamiento
reproductivo entre taxones hermanos (Taylor y Hellberg, 2005). Por esta razén, es
muy factible que la especificidad de habitat y ecologia de las especies hayan jugado

un papel crucial en la diversificacion del género.

Por lo que, los resultados aqui presentados, deberan ser analizados a la luz
de nuevos datos que se vayan generando en torno al conocimiento de la historia de

vida y biologia de las especies del género Malacoctenus.

Cripticos entre cripticos, implicaciones taxonomicas

Se ha propuesto que la diversidad biologica en el POT estd subestimada
(Springer, 1959; Allen y Robertson, 1998; Miloslavich et al., 2011). Una de las causas
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puede ser la existencia de complejos de especies dentro de las especies cripticas, ya
que estas especies presentan diferencias morfolégicas muy sutiles, por lo que la
diferenciacion entre poblaciones podria ser aun desconocida. En este sentido,
trabajos que utilizan marcadores moleculares de alta resolucidon han revelado
complejos de especies que no habian sido distinguidos por medio de la taxonomia
tradicional (Tornabene et al., 2010; Baldwin et al., 2011; Von der Heyden et al.,
2011).

En el presente trabajo se observaron distancias genéticas (Dp) para el gen
Cytb de 7.8% entre las subespecies de M. margaritae y 9.6% entre las subespecies
de M. zonifer (Fig. 8, Cuadro 6). Las cuatro subespecies aparecen como grupos
monofiléticos en los arboles filogenéticos Cytb, Rhod y Ragl (Fig. 8, 9 y 10) al igual
qgue en el arbol concatenado, donde presentan diferencias genéticas de 2.6 (M. m.
mexicanus y M. m. margaritae) y 3.3% (M. z. zonifer y M. z. sudensis) (Fig. 11), lo
cual sugiere que se trata de entidades independientes. Se obtuvieron ademas
valores elevados y significativos de Fst entre las poblaciones de las subespecies (M.
margaritae - 0.9330, M. zonifer - 0.9656), lo que deja de manifiesto que cada

subespecie representa un linaje evolutivo independiente (Cuadro 7).

Estos resultados concuerdan con la revision de los caracteres meristicos
realizada por Hastings y Springer (2009a), en el cual comparan la cantidad de poros
simfisiales y patrones de coloracion, poniendo ademas como caracteres distintivos
entre las subespecies, el numero de escamas de la linea lateral y escamas entre la
linea lateral y el contorno dorsal para las subespecies de M. margaritae, y el nimero
de branquiespinas y elementos anales para las subespecies de M. zonifer ( Cuadro
10, Fig. 16), concluyendo que estas subespecies cuentan con diferencias
morfologicas suficientes para ser consideradas como especies per se. Los resultados
obtenidos en esta investigacion apoyan la propuesta de Hastings y Springer (2009a)
de considerar a M. mexicanus, M. margaritae, M. zonifer y M. sudensis como

especies validas.
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Cuadro 10

Caracteres morfologicos y meristicos utilizados por Springer (1959) y Hastings y Springer (2009a) en la comparacion de las subespecies del

género Malacoctenus

PS ELL-CD ELL LRP COL BE EA
M. margaritae 1-4 3-4
M. m. mexicanus 1 4.5 < . marcas del cuerpo considerablemente mas _ _
distintivas
M. m. margaritae 2-4 3 > mas corta == ==
M. zonifer 9-12 19-22
manchas en la parte ventral del opérculo y la
M. z. zonifer > aleta anal de los machos faltantes o 10-11 21-22
levemente expresadas
manchas presentan una coloracion mas
M. 2. sudensis < obscura, ademas de dos manchas en la 11-12 22
T parte ventral del opérculo y la aleta anal de (10-13) (20-23)
los machos
M. tetranemus
M. t. multipunctatus -- -- -- -- manchado profuso -- --
M. t. tetranemus -- -- -- -- -- --

Se presentan los valores modales en los organismos estudiados. PS, nimero de poros simfisiales; E LL-CD, numero de escamas entre la linea
lateral y el contorno dorsal; ELL, escamas de la linea lateral; LRP, largo del tercer radio de la aleta pélvica; COL, cambios en la coloracién; BE,

branquiespinas; EA, total de elementos anales
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Fig. 16. Subespecies de M. margaritae y M. zonifer

a) M. m. mexicanus. Foto: Ross Robertson.

b) M. m. margaritae. Foto: Gerard Allen.

c) M. z. zonifer. Pozas intermareales San Agustinillo, Oaxaca México. Foto: Eloisa Torres.

d) M. z. sudensis. Pozas Intermareales en la Isla Contadora, Archipiélago de las Perlas, Panama.
Foto: Ross Robertson.

Por otro lado, los caracteres utilizados por Springer (1959) para la distincion
de las subespecies M. t. multipunctatus y M. t. tetranemus se basan en patrones de
coloracion. Springer (1959), solamente examiné seis individuos de M. t. tetranemus,
por lo que pudo haber revisado individuos del mismo sexo, ya que la especie
muestra un sutil dimorfismo sexual (Fig. 17), en donde la diferencia principal es un
mayor numero de puntos en la parte ventral y a los costados del cuerpo,
caracteristica que fue utilizada para separar a las subespecies, por lo que este
caracter no estaria reflejando los linajes filogenéticos ni patrones filogeograficos de la
especie. Mientras que en la revisibn de las subespecies del género hecha por
Hastings y Springer (2009a), estas subespecies no fueron analizadas. En esta
investigacion, utilizando caracteres moleculares, no se encontré evidencia que
soporte la existencia de las subespecies de M. tetranemus. La red de haplotipos
obtenida con el Cytb (Fig. 12) muestra que existe un flujo genético entre las

CRPM |Capitulo |



Historia evolutiva del género Malacoctenus (LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

poblaciones a lo largo del POT. El valor de Fst entre las subespecies M. t.
multipunctatus y M. t. tetranemus fue muy bajo y significativo (0.0662) (Cuadro 7), lo
cual sugiere que existe poca estructuracion pero ésta al parecer no esta relacionada
con la geografia, por lo que la hipétesis de las subespecies de M. tetranemus es

rechazada por los resultados aqui obtenidos.

Fig. 17. M. tetranemus
a) Hembra. Bahia Salinas, Santa Elena, Ecuador continental. Foto: Carmen Pedraza.
b) Macho. El Pelado, Santa Elena, Ecuador continental. Foto: Carmen Pedraza.

Sin embargo, dentro de las poblaciones de M. tetranemus se observé un
grupo genético conformado por individuos provenientes de Ecuador continental, el
cual presenta una diferencia genética de 3.9% con respecto al resto de las
poblaciones (Cuadro 6). Este grupo aparece como monofilético en los arboles
filogenéticos obtenidos con los tres genes y el andlisis concatenado (Fig. 8, 9, 10y
11). Ademas, se encuentra separado por mas de 30 pasos mutacionales del grupo
POT (Fig. 12).

De la misma forma, con el gen Cytb se encontré6 una estructuracion en las
poblaciones de M. ebisui. Se observaron diferencias entre 2.8-4.9% vy valores altos
Fst 0.7705-0.871 entre los grupos genéticos México, Panama-Ecuador y Costa Rica
(Fig. 8, Cuadro 9). Estos resultados muestran que las tres poblaciones conforman

grupos genéticos bien diferenciados, es decir linajes evolutivos independientes.
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Springer (1959), menciona que existen diferencias sutiles en la coloracion de las
hembras pertenecientes a las poblaciones al norte de la Brecha Centroamericana
con respecto a las del sur de la brecha, lo cual concuerda con los resultados
observados (Fig. 18). Sin embargo, no encontré diferencias sustanciales que le
permitieran separar a ambas poblaciones, por lo que esta estructuracion no habia

sido reportada anteriormente por ningun autor.

Fig. 18. M. ebisui
a) Macho y hembra. Costa de México. Foto: Ross Robertson.
b) Macho y hembra. Ecuador continental. Fotos: Carmen Pedraza.

Los Malacoctenus son peces cripticos tanto en el sentido biolégico como
genético, ya que presentan una plasticidad fenotipica considerable dentro de las
especies y caracteres morfoldégicos y meristicos que se traslapan entre especies

hermanas.

Los resultados obtenidos sugieren que se trata de un complejo de especies
cripticas. Se apoya la propuesta de Hastings y Springer (2009a) de considerar a M.
mexicanus, M. margaritae, M. zonifer y M. sudensis como especies validas. Ademas,
en este trabajo se encontré un grupo monofilético con los tres marcadores utilizados
de M. tetranemus conformado por individuos de Ecuador continental por lo que
podria tratarse de una especie aun por describir. Por otro lado, una estructuracion
genética en las poblaciones de México, Costa Rica y Panama-Ecuador de M. ebisui

sugiere la existencia de dos nuevas especies. Tanto las subespecies como los

CRPM |Capitulo |



Historia evolutiva del género Malacoctenus (LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

grupos genéticos encontrados, presentan distancias genéticas entre 2.6 y 9.6%
(Cuadro 6, Fig. 8), valores que sobrepasan el minimo propuesto entre especies
hermanas de peces con el marcador mitocondrial Cytb (Avise 2000), por lo que se
recomienda una revision taxondmica de caracteres morfolégicos y meristicos de
estos grupos. Esto elevaria el numero de especies del género Malacoctenus en el
POT de nueve a 14, lo cual, soporta la idea que la diversidad en el POT es mucho

mayor de la considerada actualmente.
Implicaciones de conservacion

La diversidad en los tropicos se encuentra entre las mayores del planeta, sin
embargo, la destruccion rapida y constante de estos habitats tropicales entre los que
destacan los arrecifes de coral y los habitats costeros (Briggs, 2005; Rocha et al.,
2007; Spalding et al., 2007) enfatiza la necesidad de crear areas de conservacion
(Briggs, 1996), ademas de estrategias para la proteccion de los procesos evolutivos

responsables de esta elevada diversidad (Briggs, 2005).

En este sentido, las reservas marinas pueden ayudar a aumentar y mejorar
los esfuerzos para preservar la biodiversidad bioldgica (Palumbi, 2003), para lo cual,
es fundamental llevar a cabo una evaluacion precisa del estatus taxondmico de las
especies, ademas de tomar en cuenta la historia evolutiva de los organismos en las

decisiones de manejo (Hyrenbach et al., 2000; Templeton, 2004).

En el presente estudio, se encontraron complejos de especies dentro del
género Malacoctenus en el POT. Es importante resaltar que con este trabajo, los
arrecifes rocosos de las costas de México se convierten en una region importante
para la conservacién de este grupo, ya que con esta nueva propuesta existirian
varios grupos endémicos, M. gigas restringida a la provincia de Cortés, M.
mexicanus, M. zonifer y M. zacae y el grupo genético divergente M. ebisui-México, a
la provincia Mexicana, mientras que M. hubbsi se encuentra en ambas provincias.
Por otro lado, la provincia Panadmica albergaria cuatro especies endémicas: M.
margaritae, M. sudensis, M. costaricanus y M. ebisui; ademas de dos grupos

genéticos que podrian ser nuevas especies: M. ebisui-Costa Rica y M. tetranemus
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grupo Ecuador continental. Mientras que la provincia de Galdpagos cuenta con una
especie endémica del género: M. zonogaster. Estos resultados evidencian que
especies ampliamente distribuidas en la region del POT pueden en realidad tener

rangos menores.

La revelacion de estos grupos genéticos encontrados soporta la existencia
de las cuatro provincias biogeogréaficas dentro del POT, ya que cada una contiene
grupos endémicos, en donde la endemicidad es uno de los principales criterios al
delimitar zonas biogeograficas (Briggs y Bowen, 2012). Cabe mencionar que no
solamente se ha encontrado la existencia de complejos de especies que presentan
patrones de estructuracion a lo largo del POT en especies de peces cripticos, sino
también en especies pelagicas como Scomberomorus sierra (Dominguez-Lépez et
al., 2010) y conspicuas como Albula esuncula (Pfeiler et al., 2002), Hippocampus
ingens (Saarman et al., 2010), ademés de invertebrados, tal es el caso del caracol
marino Nerita scabricosta (Hurtado et al., 2007), lo cual sugiere que se pueden
encontrar patrones similares en especies cuya estructura genética no ha sido aun
estudiada. No se puede esperar encontrar los mismos patrones de estructuracioén en
todas las especies, sin embargo, esta informacion puede proveer informacion valiosa
para el manejo y conservacion de la biodiversidad de la region (Avise, 1992). Por lo
cual se recomienda el estudio filogeografico de mas especies de peces con
diferentes historias de vida, y otros grupos de organismos marinos. De esta manera,
al comparar patrones filogeograficos para identificar patrones en la distribucion de
linajes genéticos, se podra localizar areas que contengan poblaciones genéticamente
diferenciadas, para asi proveer las pautas en las prioridades de conservacion (Rocha
et al., 2007). El reconocer la existencia de las cuatro provincias es importante debido
a la endemicidad que contienen y a los patrones involucrados en su conformacion,
gue han sido subestimados por el desconocimiento de complejos de especies dentro

de las especies cripticas.

CRPM . |capitulo |



Historia evolutiva del género Malacoctenus (LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

8.5 Referencias bibliograficas

Allen, G.R. y R. Robertson. 1998. Peces del Pacifico Oriental Tropical. CONABIO-Agrupacién Sierra
Madre. México, 22ed., 328pp.

Avise, J.C. 1992. Molecular population structure and the biogeographic history of a regional fauna: a
case history with lessons for conservation biology. Oikos 63: 62-76.

Avise, J.C. 2000. Phylogeography: The history and formation of species. Harvard University Press,
Cambridge. 447pp.

Baldwin, C.C., C.I. Castillo, L.A. Weigt y B.C. Victor. 2011. Seven new species within western Atlantic
Starksia atlantica, S. lepicoelia, and S. sluiteri (Teleostei, Labrisomidae), with comments on
congruence of DNA barcodes and species. ZooKeys 79: 21-72.

Bandelt, H.J., P. Foster y A. Rohl. 1999. A Median-Joining Networks for inferring intraspecific
phylogenies. Molecular Biology and Evolution 16(1): 37-48.

Bernardi, G., M. Ramon, Y. Alva-Campbell, J.E. McCosker, G. Bucciarelli, L.E. Garske, B.C. Victor y
N.L. Crane. 2014. Darwin’s fishes: phylogeography of Galapagos Islands reef fishes. Bulletin
of Marine Science 90(1): 000-000.

Bowen, B.W. y W.S. Grant. 1997. Phylogeography of the Sardines (Sardinops spp): Assessing
biogeographic models and population histories in temperate upwelling zones. Evolution 51(5):
1601-1610.

Briggs, J. C. 2005. Coral reefs: Conserving the evolutionary sources. Biological Conservation 126:
297-305.

Briggs, J.C. 1996. Tropical Diversity and Conservation. Conservation Biology 10(3): 713-718.

Briggs, J.C. y B.W. Bowen. 2012. A realignment of marine biogeographic provinces with particular
reference to fish distributions. Journal of Biogeography 39: 12-30.

Brigs, J.C. 1974. Marine zoogeography. McGraw-Hill, New York.

Brogan, M.W. 1992. Ecology of larval fishes around reefs in the Gulf of California, Mexico. PhD.
dissertation, University of Arizona, Tucson, AZ.

Brogan, M.W. 1994. Distribution and retention of larval fishes near reefs in the Gulf of California.
Marine Ecology Progress Series 115: 1-13.

Cannaciato, K.G. y A.C. Ravelo. 1997. Pliocene-Pleistocene Evolution of eastern tropical Pacific
surface water circulation and thermocline depth. Paleoceanography 12(6): 805-820.

Carriquiry, J.D. y H. Reyes-Bonilla. 1997. Estructura de la comunidad y distribuciéon geogréfica de los
arrecifes coralinos de Nayarit. Ciencias Marinas 23: 227-248.

Chen, W.J., C. Bonillo y G. Lecointre. 2003. Repeatability of clades as a criterion of reliability: a case
study for molecular phylogeny of Acanthomorpha (Teleostei) with larger number of taxa.
Molecular Phylogenetics and Evolution 26: 262-288.

Contreras-Catala, F., L. Sanchez-Velasco, M. E. Lavin y V. M. Godinez. 2012. Three-dimensional
distribution of larval fish assemblages in an anticyclonic eddy in a semi-enclosed sea (Gulf of
California). Journal of Plankton Research 34(6): 548-562.

CRPM . |capitulo |



Historia evolutiva del género Malacoctenus (LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

Cortés, J. 1986. Biogeografia de corales hermatipicos: el istmo centroamericano. Anales del Instituto
de Ciencias del Mar y Limnologia UNAM 13: 297-304.

Cortés, J. 1997. Biology and geology of eastern Pacific coral reefs. Coral Reefs 16: 39-46.

Craig M.T., P.A. Hastings, D.J. Pondella, R. Robertson y J.A. Rosales-Casian. 2006. Phylogeography
of the flag cabrilla Epinephelus labriformis (Serranidae): Implications for the biogeography of
the Tropical Eastern pacific and the early stages of speciation in a marine shore fish. Journal of
Biogeography 33: 969-979.

Darriba, D., G.L. Taboada, R. Doallo y D. Posada. 2012. jModelTest 2: more models, new heuristics
and parallel computing. Nature Methods 9(8): 772.

De Gracia, C., A. O'Dea, F. Rodriguez y L. D’Croz. Respuesta ambiental en el Pacifico frente a la
subduccién de la dorsal asismica de Cocos (Panama y Costa Rica). Revista de Biologia
Tropical 60(2): 893-908.

Dominguez-L6pez, M., M.U. Alcocer y P. Diaz-Jaimes. 2010. Phylogeography and historical
demography of the Pacific Sierra mackerel (Scomberomorus sierra) in the Eastern Pacific.
BMC Genetics 11:34.

Dowling, T.E., A.C. Tibbetts, W.L. Minckley y G.R. Smith. 2002. Evolutionary relationships of the
Plagopterins (Teleostei: Cyprinidae) from Cytochrome b sequences. Copeia 2002: 665-678.

Drummond, A.J., M.A. Suchard, D. Xie y A. Rambaut. 2012. Bayesian phylogenetics with BEAUti and
the BEAST 1.7. Molecular Biology and Evolution 29: 1969-1973.

Duncan, K.M., A.P. Martin, B.W, Bowen, H.G De Couet. 2006. Global phylogeography of the
scalloped hammerhead shark (Sphyrna lewini). Molecular Ecology 15: 2239-2251.

Excoffier, L. y H.E.L. Lischer. 2010. Arlequin suite ver3.2: A new series of programs to perform
population genetics analyses under Linux and Windows. Molecular Ecology Resources 10:
564-567.

Eytan, R.I. y M.E. Hellberg. 2010. Nuclear and mitochondrial sequence data reveal and conceal
different demographic histories and population genetic processes in Caribbean reef fishes.
Evolution 64(12): 3380-3397.

Eytan, R.l., P.A. Hastings, B.R. Holland y M. Hellberg. 2012. Reconciling molecules and morphology.
Molecular systematics and biogeography of Neotropical blennies (Acanthemblemaria).
Molecular Phylogenetics and Evolution 62: 159-173.

Fiedler, P.C. y L.D. Talley. 2006. Hydrography of the eastern tropical Pacific: A review. Progress in
Oceanography 69: 143-180.

Fiedler, P.C. y M.F. Lavin. 2006. Introduction: A review of Eastern Tropical Pacific Oceanography.
Progress in Oceanography 69(2-4): 94-100.

Galvan-Villa, C.M. 2008. Peces cripticos asociados a corales ramosos del género Pocillopora en el
arrecife de Playa Mora, bahia Tenacatita, México. Ciencia y Mar XI(34): 17-24.

Gernhard, T. 2008. The conditioned reconstructed process. Journal of Theoretical Biology 253:769-
778.

Glynn, P.W. y Ault, S.J. 2000. A biogeographic analysis and review of the far eastern Pacific coral reef
region. Coral Reefs 19: 1-23.

CRPM B - |capitulo |



Historia evolutiva del género Malacoctenus (LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

Glynn, P.W. y L.G. Macintyre. 1977. Growth rate and age of coral reefs on the Pacific coast of
Panama. Proc. 3" Int. Coral Reef Symp. 2: 251-259.

Greenfield, D.W. y R.K. Johnson. 1981. The blennioid fishes of Belize and Honduras, Central
America, with comments on their systematics, ecology, and distribution (Blenniidae,
Chaenopsidae, Labrisomidae, Tripterygiidae). Fieldiana Zoology 8: 1-106.

Hanlon, R.T. y R.F. Hixon. 1986. Behavioral associations of coral reef fishes with the sea anemone
Condylactis gigantean in the Dry Tortugas, Florida. Bulletin of Marine Science 39: 130-134.

Hastings, P.A. 2000. Biogeography of the Tropical Eastern Pacific: distribution and phylogeny of
chaenopsid fishes. Zoological Journal of the Linnean Society 128: 319-335.

Hastings, P.A. y V.G. Springer. 2009a. Recognizing diversity in blennioid fish nomenclature
(Teleostei: Blennioidei). Zootaxa 2120: 3-14.

Hastings, P.A. y V.G. Springer. 2009b Systematics of the Blennioidei and the Included Families
Dactyloscopidae, Chaenopsidae, Clinidae y Labrisomidae. Pp. 3-30, In: Patzner, R. A, E. J.
Gonglaves, P. A. Hastings y B. G. Kapoor (Eds). The Biology of Blennies. Science
Publishers, Enfield, New Hampshire.

Hickey, A.J.R., S.D. Lavery, D.A. Hannan, C.S. Baker y K.D. Clements. 2009. New Zealand triplefin
fishes (family Tripterygiidae): contrasting population structure and mtDNA diversity within a
marine species flock. Molecular Ecology 18: 680-696.

Hillis, D.M., C. Moritz y B.K. Mable. 1996. Molecular Systematic. 2a. ed. Sinauer Associates, Inc.
Publishers. Sunderland, Massachusetts. USA. 651 pp.

Huelsenbeck, J.P. y F.R. Ronquist. 2001. MrBayes : Bayesian estimation of phylogenetic trees.
Bioinformatics 17: 754-755.

Hurtado, L.A., M. Frey, P. Gaube, E. Pfeiler y T.A. Markow. 2007. Geographical subdivision,
demographic history and gene flow in two sympatric species of intertidal snails, Nerita
scabricosta and Nerita funiculata, from the tropical Eastern Pacific. Marine Biolology DOI
10.1007/s00227-007-0620-5.

Hyrenbach, K.D., K.A. Forney y P.K. Dayton. 2000. Marine protected areas and ocean basin
management. Aquatic Conservation: Marine and Freshwater Ecosystems 10: 437-458.

Keith, P., C. Lord, J. Lorion, S. Watanabe, K. Tsukamoto, A. Couloux y A. Dettai. 2011. Phylogeny and
biogeography of Sicydiinae (Teleostei: Gobiidae) inferred from mitochondrial and nuclear
genes. Marine Biology 158: 311-326.

Kotrschal, K. y D.A. Thomson. 1986. Feeding patterns in eastern tropical Pacific blennioid fishes
(Teleostei: Tripterygiidae, Labrisomidae, Chaenopsidae, Blenniidae). Oecologia 70: 367-378.

Lawrence, K.T., Z. Liu y T.D. Herbert. 2006. Evolution of the Eastern Tropical Pacific Through Plio-
Pleistocene Glaciation. Science 312: 79-83.

Ledn-Chavez, C.A., L. Sanchez-Velasco, E. Beier, M.E. Lavin, V.M. Godinez y J. Farber-Lorda. 2010.
Larval fish assemblages and circulation in the Eastern Tropical Pacific in Autum and Winter.
Journal of Plankton Research 32(4): 397-410.

Lessios, H.A. 2008. The Great American Schism: Divergence of Marine Organisms After the Rise of
the Central American Isthmus. Annual Review of Ecology, Evolution, and Systematics 39: 63-
91.

CRPM B - |capitulo |



Historia evolutiva del género Malacoctenus (LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

Lin, H.C. y P. Hastings. 2011. Evolution of a Neotropical marine fish lineage (Subfamily
Chaenopsinae, Suborder Blennioidei) based on phylogenetic analysis of combined molecular
and morphological data. Molecular Phylogenetics and Evolution 60: 236-248.

Lin, H.C. y P. Hastings. 2013. Phylogeny and biogeography of a shallow water fish clade (Teleostei:
Blenniiformes). BMC Evolutionary Biology 13: 210.

Lyle, M., I. Koizumi, M.L. Delaney y J.A. Barron. 2000. Sedimentary record of the California Current
system, middle Miocene to Holocene: A synthesis of Leg 167 results. Proceedings of the
Ocean Drilling Program, Scientific Results 167: 134-376.

McCartney, M.A., G. Keller y H.A. Lessios. 2000. Dispersal barriers in tropical oceans and speciation
in Atlantic and eastern Pacific sea urchins of the genus Echinometra. Molecular Ecology 9:
1391-1400.

Muss, A., R. Robertson, C.A. Stepien, P. Wirtz y B.W. Bowen. 2001. Phylogeography of
Ophioblennius: the role of ocean currents and geography in reef fish evolution. Evolution 55(3):
561-572.

O’Dea, A., N. Hoyos, F. Rodriguez, B. Degracia y C. De Gracia. 2012. History of upwelling in the
Tropical Eastern Pacific and the paleogeography of the Isthmus of Panama. Paleogeography,
Paleoclimatology, Paleoecology 348-349: 59-66.

Palumbi, S.R. 1996. What can molecular genetics contribute to marine biogeography? An urchin’s
tale. Journal of Experimental Marine Biology and Ecology 203: 75-92.

Palumbi, S.R. 2003. Population genetics, demographic connectivity, and the design of marine
reserves. Ecological Applications 13(1): 146-158.

Petersen, C.W. 1988. Male mating success, sexual size dimorphism, and site fidelity in two species of
Malacoctenus (Labrisomidae). Environmental Biology of Fishes 21(3): 173-183.

Pfeiler, E.P., J. Colborn, M.R. Douglas y M.E. Douglas. 2002. Systematic status of bonefishes (Albula
spp) from the eastern Pacific Ocean inferred from analyses of allozymes and mitochondrial
DNA. Environmental Biology of Fishes 63: 151-159.

Pondella, D.J.Jr., M.T. Craig y J.P.C. Franck. 2003. The phylogeny of Paralabrax (Perciformes:
Serranidae) and allied taxa inferred from partial 16S and 12S mitochondrial ribosomal DNA
sequences. Molecular Phylogenetics and Evolution 29: 176-184.

Quenouille, B., E. Bermingham y S. Planes. 2004. Molecular systematics of the damselfishes
(Teleostei: Pomacentridae): Bayesian phylogenetic analyses of mitochondrial and nuclear DNA
sequences. Molecular Phylogenetics and Evolution 31: 66-88.

Raymo, M.E. 1994. The Initiation of Northern Hemisphere Glaciation. Annual Review Of Earth And
Planetary Sciences 22: 353-383.

Riginos, C. y B. Victor. 2001. Larval spatial distributions and other early life-history characteristics
predict genetic differentiation in eastern Pacific blennioid fishes. Proceedings of the Royal
Society of London 268: 1931-1936.

Riginos, C. y M.W. Nachman. 2001. Population subdivision in marine environments: the contributions
of biogeography, geographical distance and discontinuous habitat to genetic differentiation in a
blennioid fish, Axocllinus nigricaudus. Molecular Ecology 10: 1439-1453.

Robertson, D.R. y G.R. Allen. 2008. Shorefishes of the tropical eastern Pacific online information
system. Smithsonian Tropical Research Institute, Balboa (disponible en: www.stri.org/sftep).

CRPM . |capitulo |



Historia evolutiva del género Malacoctenus (LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

Robertson, D.R. y K.L. Cramer. 2009. Shore fishes and biogeographic subdivisions of the Tropical
Eastern Pacific. Marine Ecology Progress Series 380: 1-17.

Rocha, L.A., M.T. Craig y B.W. Bowen. 2007. Phylogeography and the conservation of coral reef
fishes. Coral Reefs 26: 501-512.

Rocha-Olivares, A. y R.D. Vetter. 1999. Effects of oceanographic circulation on the gene flow, genetic
structure, and phylogeography of the rosethorn rockfish (Sebastes helvomaculatus). Can. J.
Fish. Aquat. Sci. 56: 803-813.

Saarman, N.P., K.D. Louie y H. Hamilton. 2010. Genetic differentiation across Eastern Pacific
oceanographic barriers in the threatened seahorse Hippocampus ingens. Conservation
Genetics DOI 10.1007/s10592-010-0092-x.

Saiki R.K., D.H. Geldfand, S. Stoffel, S.J. Scharf, R. Higuch, G. Horn, K. Mullis y H. Erlich. 1988.
Primer - directed enzymatic amplification of DNA with a termostable DNA polymerase. Science
239: 487-491.

Sambrook, J., E.F. Fritsch y T. Maniatis. 1989. Molecular cloning. A laboratory manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.

Sandoval-Huerta, E.R. 2014. Filogeografia de Elacatinus puncticulatus (Teleostei, Gobiidae) en el
Pacifico Oriental Tropical. Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Tesis de
Maestria. 83pp.

Santini, F., L. Sorenson, T. Marcroft, A. Dornburg y M.E. Alfaro. 2013. A multilocus molecular
phylogeny of boxfishes (Aracanidae, Ostraciidae; Tetradontiformes). Molecular Phylogenetics
and Evolution 66: 153-160.

Silvestro, D. y I. Michalak. 2012. raxmIGUI: a graphical front-end for RAXML. Organisms Diversity and
Evolution 12(4): 335-337.

Sorenson, L., F. Santini, G. Carnevale y M.E. Alfaro. 2013. A multi-locus timetree of surgeonfishes
(Acanthuridae, Percomorpha), with revised family taxonomy. Molecular Phylogenetics and
Evolution 68; 150-160.

Spalding, M.D., H.E. Fox, G.R. Allen, N. Davidson, Z.A. Ferdafia, M. Finlayson, B.S. Halpern, M.A.
Jorge, A. Lombana, S.A. Lourie, K.D. Martin, E. McManus, J. Molnar, Ch.A. Recchia y J.
Robertson. 2007. Marine Ecoregions of the World: A Bioregionalization of Coastal and Shelf
Areas. BioScience 57(7): 573-583.

Springer, V.G. 1959. Systematics and Zoogeography of the Clinid Fishes of the Subtribe Labrisomini
Hubbs. Department of Zoology and Institute of Marine Science, University of Texas 5: 417-492.

Stamatakis, A. 2006. RAXML-VI-HPC: Maximum likelihood-base phylogenetic analyses with
thousands of taxa and mixed models. Bioinformatics 22(21): 2688-2690.

Stepien, C.A., AK. Dillon, M.J. Brooks, K.L. Chase y A.N. Hubers. 1997. The Evolution of Blennioid
Fishes Based on an Analysis of Mitochondrial 12S rDNA. En: T.D. Kocher, C.A. Stepien (Eds.),
Molecular systematics of fishes, 245-270. Academic Press, San Diego.

Stumpf, H.G. 1975. Satellite Detection of Upwelling in the Gulf of Tehuantepec, Mexico. Journal of
Physical Oceanography 5: 383-388.

Stumpf, H.G. y R.V. Legeckis. 1977. Satellite Observations of Mesoscale Eddy Dynamics in the
Eastern Tropical Pacific Ocean. Journal of Oceanography 7: 648-658.

CRPM B - |capitulo |



Historia evolutiva del género Malacoctenus (LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

Tamura, K., D. Peterson, N. Peterson, G. Stecher, M. Nei y S. Kumar. 2011. MEGAS5: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis using Maximum Likelihood, Evolutionary Distance, and
Maximum Parsimony Methods. Molecular Biology and Evolution 28: 2731-2739.

Tavera, J.J., A. Acero., E.F. Balart y G. Bernardi. 2012. Molecular phylogeny of grunts (Teleostei,
Haemulidae), with an emphasis on the ecology, evolution, and speciation history of New World
species. BMC Evolutionary Biology 12(57): http://www.biomedcentral.com/1471-2148/12/57.

Taylor, M.S. y M.E. Hellberg. 2005. Marine radiations at small geographic scales: speciation in
neotropical reef gobies (Elacatinus). Evolution 59(2): 374-385.

Taylor, M.S. y M.E. Helleberg. 2006. Comparative phylogeography in a genus of coral reef fishes:
biogeographic and genetic concordance in the Caribbean. Molecular Ecology 15: 695-707.

Templeton, A.R. 2004. Statistical phylogeography: methods of evaluating and minimizing inference
errors. Molecular Ecology 13: 789-809.

Tornabene, L., C. Baldwin, L.A. Weigt y F. Pezold. 2010. Exploring the diversity of western Atlantic
Bathygobius (Teleostei: Gobiidae) with cytochrome c¢ oxidase-I, with descriptions of two new
species. Aqua 16(4): 141-170.

Torres-Hernandez, E. 2014. Filogeografia de Axoclinus storeyae (Teleostei: Tripterygiidae) en el
Pacifico Mexicano. Tesis de Maestria. Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
México.

Von der Heyden, S., R.C.K. Bowie, K. Prochazka, P. Bloomer, N.L. Crane y G. Bernardi. 2011.
Phylogeographic patterns and cryptic speciation across oceanographic barriers in South
African intertidal fishes. Journal of Evolutionary Biology 24: 2505-2519.

Walker, B.W. 1960. The distribution and affinities of the marine fish fauna of the Gulf of California.
Syst. Zool. 9: 123-133.

Wellenreuther, M. y K.D. Clements. 2007. Reproductive isolation in temperate reef fishes. Marine
Biology 152: 619-630.

Wellington, G.M. y B.C. Victor. 1992. Regional differences in duration of the planktonic larval stage of
reef fishes in the eastern Pacific Ocean. Marine Biology 113: 491-498.

Willett, C.S., R.R. Leben y M. Lavin. 2006. Eddies and tropical instability waves in the eastern tropical
Pacific: A review. Progress in Oceanography 69: 218-238.

Wilson , E.C. 1990. Mass mortality of the reef coral Pocillopora on the south coast of Baja California
Sur, Mexico. Bulletin Southern California Academy of Sciences 89: 39-41.

CRPM . |capitulo |



)
T

— ,ﬁl; gzzréﬁa de Malacoctenus tetranemus
(LABRISOMIDAE) a lo largo del Pacifico
Oriental Trop ical




Historia evolutiva del género Malacoctenus (LABRISOMIDAE) en el Pacifico Oriental Tropical

Filogeografia de Malacoctenus tetranemus (LABRISOMIDAE)
a lo largo del Pacifico Oriental Tropical

9.1 Introduccidn

La region biogeogréfica del Pacifico Oriental Tropical (POT) abarca la costa
sur del Pacifico en la peninsula de Baja California, desde Bahia Magdalena,
incluyendo el Golfo de California, hacia el sur hasta la parte norte de Peru (Allen y
Robertson, 1998). Dentro de la region, se incluyen cinco grupos de islas oceanicas:
Isla del Coco, Isla Malpelo, Atolon de Clipperton, las Revillagigedo y Galapagos
(Allen y Robertson, 1998; Hastings, 2000; Robertson y Allen, 2008). Presenta una
plataforma continental estrecha, constituida por una costa de arrecifes rocosos, los
cuales se ven interrumpidos por dos grandes extensiones de arena, lodo o
manglares, llamadas Brechas de Sinaloa (desde Topolobampo hasta Mazatlan con
cerca de 370km de longitud) y Brecha Centroamericana (desde el sur del Istmo de
Tehuantepec hasta Acajutla en el Golfo de Fonseca con aproximadamente 750km de
extension) (Robertson y Allen, 2008). Se ha propuesto que las brechas arenosas
junto con el océano pelagico conforman los limites entre las cuatro provincias
biogeograficas de la region, de Cortés (Golfo de California), Mexicana (costa de
México desde Mazatlan, Sinaloa hasta el Istmo de Tehuantepec), Panamica (desde
el Golfo de Fonseca en Nicaragua hasta el Golfo de Guayaquil, Per) y Galapagos
(Allen y Robertson, 1998; Hastings, 2000).

Al no presentar afloramientos rocosos significativos, estas brechas
conforman una barrera biogeografica por ausencia de habitat para los peces
sedentarios que habitan fondos rocosos (Springer, 1959; Hastings, 2000). De esta
manera, las brechas podrian estar actuando como barreras a la migracion de
individuos y al flujo genético entre sus poblaciones, conllevando a procesos de
especiacion y diversificacidbn. Se han reportado diferencias morfologicas (Hubbs,
1953; Springer, 1959; Hastings y Springer, 2009) y genéticas (Riginos y Nachman,
2001; Sandoval-Huerta, 2014; Pedraza-Marrén, capitulo uno de esta misma obra) en

especies de peces cripticos distribuidas a lo largo del POT, las cuales presentan una
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estructuracion que se corresponde a la separacion de las poblaciones ocasionadas
por dichas brechas. Debido a que es posible encontrar estos patrones de
diferenciacion poblacional en algunos invertebrados marinos (Bayer, 1953; Ekman,
1953; Rathbun, 1925 en Springer, 1959), Springer (1959) denominé a la brecha

Centroamericana como Brecha Centroamericana Faunistica del Pacifico.

En peces marinos, ademéas de la disponibilidad de habitat adecuado, algunos
de los factores fisicos que influyen en la estructuracion de las poblaciones son la
temperatura, corrientes marinas, salinidad y aislamiento por distancia (Riginos y
Nachman, 2001; Sandoval-Castillo et al., 2004), o pueden estar relacionadas con
caracteristicas intrinsecas de la especie, tales como una capacidad de dispersion
limitada, fidelidad a las areas de crianza, historias de vida tempranas como la
duracion de la larva pelagica, el tipo de huevo y lugar de desarrollo larval, cuidado
parental, entre otras (Lin et al., 2009). Por lo que las brechas arenosas, brechas de
habitat adecuado para especies que habitan arrecifes rocosos, no necesariamente
implican una barrera a la migracion de los individuos entre las poblaciones. Riginos y
Victor (2001) proponen que la estructuracion genética entre poblaciones de peces
estd estrechamente relacionada con la duracion de la larva pelagica que viaja a la
deriva en las corrientes oceanicas. En este contexto, se ha reportado que la
estructuracion genética entre las poblaciones es consecuencia de la distancia que
existe entre ellas, la duracién de la larva y la disponibilidad de un habitat adecuado
(Riginos y Nachman, 2001), en donde, la duracion de la larva pelagica y las
corrientes oceanicas, podrian estar actuando en el transporte de larvas planctonicas
entre las poblaciones a lo largo del POT, ayudandolas a cruzar zonas de habitat
inadecuado. Asi, algunas poblaciones no mostrarian diferencias sustanciales, como
se ha reportado en varias especies de peces costeros que habitan en la region (Muss
et al., 2001; Dominguez-L6pez et al., 2010; Bernardi et al., 2014).

Por otro lado, es posible que los trabajos basados en la taxonomia tradicional
no muestren una estructuracion poblacional en especies cripticas distribuidas a lo
largo del POT, ello debido a que en estos organismos las diferencias morfologicas

son muy sutiles, por lo que la estructuracion entre poblaciones podria ser adn
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desconocida. En este contexto, el uso de marcadores moleculares de alta resolucion
pueden ayudar a dilucidar los limites entre las especies, ya que han demostrado la
existencia de complejos de especies que no habian sido distinguidos por medio de la
taxonomia tradicional (Tornabene et al., 2010; Baldwin et al., 2011; Von der Heyden

et al., 2011; Pedraza-Marrén, capitulo uno de esta misma obra).

Estudios filogeograficos han mostrado estructuracion genética dentro y entre
especies, las cuales generalmente se corresponden con provincias biogeograficas
basadas en estudios taxonémicos (Briggs y Bowen, 2012). Asi, el uso de datos
filogeograficos, en conjunto con informacion aportada por la taxonomia tradicional,
puede arrojar informacién valiosa para la delimitacién de las fronteras entre especies
0 poblaciones (Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez 2009), descubrir
patrones y procesos responsables de la distribucién de las especies y ser utilizado
para la conservacion de especies en peligro y/o la explotacion de stocks de especies

con importancia econémica.

El trambollo pintado, Malacoctenus tetranemus (Labrisomidae), es una
especie carnivora que habita en fondos rocosos. Presenta huevo benténico y larva
pelagica. No se ha reportado la duracién de la larva pelagica de esta especie, pero
se conoce que las especies hermanas, M. hubbsi y M. zonogaster, tienen una
duracion de larva intermedia de 24-25 dias (Brogan, 1992, 1994; Bernardi et al.,
2014). Malacoctenus tetranemus es una especie endémica ampliamente distribuida a
lo largo del POT, desde Baja California y el Golfo de California hasta el norte de
Peru, incluyendo el Archipiélago de las Islas Galapagos (Springer, 1959; Allen y
Robertson, 1998; Robertson y Allen, 2008; Humann y Deloach, 2011). Springer
(1959) reconoci6 a las poblaciones de Baja California, Golfo de California y costa de
México como la subespecie M. t. multipunctatus (Springer, 1959) y a las poblaciones
del resto del rango como M. t. tetranemus (Hildebrand, 1946), las cuales son
alopétricas, separadas por la Brecha Centroamericana. Mientras que en el capitulo
uno de esta misma obra se reconocié a una poblacién altamente divergente de M.
tetranemus en la costa continental de Ecuador, que habita en simpatria con un grupo

genético que se distribuye a lo largo del POT.
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El presente trabajo tiene como obijetivo el conocer la historia evolutiva de M.
tetranemus por medio de analisis filogeograficos para responder a las siguientes
preguntas: 1) ¢Las subespecies reconocidas con caracteres taxondmicos se
corresponden con una diferencia genética?, 2) ¢Las brechas arenosas y el océano

pelégico tienen alguna influencia sobre la estructuracion poblacional de la especie?
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9.2 Materiales y Métodos

Colecta de organismos

Se colectaron organismos de M. tetranemus a lo largo de las costas de
México, El Salvador, Panama, Costa Rica y Ecuador. Para ello, se utilizd6 equipo de
Buceo Auténomo (SCUBA) y aceite de clavo como anestésico (diluido al 5% en
etanol). Posteriormente, se capturd a los peces por medio de una jeringa de succion
de acrilico (Fig. 19).

Una vez colectados los organismos, se procedio a la toma de porciones de
tejido preservandolos en viales con etanol grado analitico al 70%, los cuales se
almacenan a -75°C en la coleccion de tejidos de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo (UMSNH). Los organismos colectados fueron fijados en
formaldehido al 5% neutralizado con borato de sodio, lavados con agua Yy
preservados en alcohol etilico al 70%. La identificacion taxondmica se llevo a cabo

con la clave de identificacion de Malacoctenus del Pacifico (Springer, 1959).

Finalmente, los organismos colectados fueron depositados en la Coleccion Ictiologica
del Laboratorio de Biologia Acuética de la UMSNH (Registro: PEC-227-07-09).

Fig. 19. Colecta de organismos de M. tetranemus.

a) Colecta por medio del uso de jeringa de succién y aceite de clavo. Foto: Eduardo Espinoza.
b) Malacoctenus tetranemus, Tangolunda, Oaxaca México. Foto: Salvador Romero.
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Localidades de colecta

Se colectaron 105 organismos pertenecientes a las 2 subespecies
propuestas para M. tetranemus (M. t. multipunctatus y M. t. tetranemus), en 35
localidades de las cuatro provincias biogeogréficas reconocidas para el POT (Cuadro
11, Fig. 20).

Cuadro 11. Localidades de colecta de M. tetranemus a lo largo del Pacifico Oriental Tropical.

Localidad Pais Provincia Coordenadas geogrdficas
biogeogrdfica

Muelle de la API, BCS México Cortés 25°48'36.8“N 111°18'27.9“0
Isla San Marcos, BCS México Cortés 27°12'34.8“N 112°2'33.1“0
Santa Inés, BCS México Cortés 27°1’59.1”N 111°54’49.1“0
Las Gatas, Guerrero México Mexicana 17°37°19.4”N 101°33‘6.9“0
Morros de Potosi, Guerrero México Mexicana 17°322.8”N 101°29'50.4“0
La Virgen, Guerrero México Mexicana 17°39’14.3”N 101°37°20.5”0
Zacatoso, Guerrero México Mexicana 17°39°14.3”N 101° “ “O
Bajo Frente al Faro, Michoacdn México Mexicana 18°4’9.8”N 102°45’32.5”0
Barranca seca, Michoacan México Mexicana 18°11'28.4”N 103°6’50.6”0
Caparrosa, Michoacan México Mexicana 18°4’7.1”N 102°46'56.5”0
Bajos de la Manzanillera, Michoacan México Mexicana 18°21’18.6"’N 103°30°51”0
Isla de la Manzanillera, Michoacan México Mexicana 18°21'14.2”’N 103°31‘5.9”0
La Raya, Michoacan México Mexicana 18°1‘3“N 102°30°52.5“0
Arrocito, Oaxaca México Mexicana 15°1‘3“N 102°30’52.5“0
La Blanca, Oaxaca México Mexicana 15°44’55.7”’N 96°7‘7.6”0
Puerto Escondido, Oaxaca México Mexicana 15°51’20”N 97°4'4.9”0
Tangolunda, Oaxaca México Mexicana 15°45’46.5“N 96°57“0
Morro El Tején, Oaxaca México Mexicana 15°44’55.7"’N 96°7‘7.6”0
Piedra Bisan, Puntarenas Costa Rica Panamica 9°24’13.8”’N 84°10'8.8”0
Isla Cabo Blanco, Puntarenas Costa Rica Panamica 9°32’38.6“N 85°6’49.9“0
Isla Larga, Puntarenas Costa Rica Panamica 9°22’52.8“N 84°9'56.7“0
Isla Orocuita, Puntarenas Costa Rica Panamica 9°22’52.8“N 84°9’56.7“0
El Pelado, Santa Elena Ecuador Panamica 1°56‘9.5“N 80°47°19.9“0
Isla Salango, Manabi Ecuador Panamica 1°37'13.6“N 80°49'35.5“0
Salinas, Santa Elena Ecuador Panamica 2°11’47.5”’N 80°57°27.2°0
Pedrera La Estrella, La Unién El Salvador Panamica 13°10°4.2“N 87°43’25.6“0
La Unién El Salvador Panamica 13°10'4.2“N 87°43'25.6“0
Isla Pirigallo, La Union El Salvador Panamica 13°10°30.4”’N 87°41'11.7°0
Las Perlas Panama Panamica 8°35’33.7“N 79°1'40.7“0
Los Frailes, Pedasi Panama Panamica 7°20’51.6“N 80°8’11.5“0
Roca Ballena, San Cristébal Ecuador Galdpagos 0°56’48"”’N 89°34’'52.1”0
Punta Pitt, San Cristdbal Ecuador Galdpagos 0°42'44.9“N 89°14’52.8“0
Barco hundido de Karagua, Santa Cruz Ecuador Galdpagos 0°53’40.2“N 89°372.1“0
Bahia La Fe, Santa Cruz Ecuador Galdpagos 0°45’57.3“N 90°24’43.7“0

Roca Daphne, Santa Cruz Ecuador Galdpagos 0°25'27.7"’N 90°21’30.4”0
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Fig. 20. Localidades de colecta de especies del género Malacoctenus a lo largo del POT. 1) Muelle de la API, 2)
Santa Inés, 3) San Marcos, 4) Bajos de la Manzanillera, Isla de la Manzanillera, 5) Barranca seca, 6) Caparrosa,
7) Bajo Frente al Faro, 8) La Raya, 9) La Virgen, 10) Zacatoso, Las Gatas, 11) Morros de Potosi, 12) Puerto
Escondido, 13) La Blanca, El Tejon, 14) Tangolunda, 15) La Estrella, La Union, 16) Isla Pirigallo, 17) Isla Cabo
Blanco, 18) Isla Larga, Orocuita, Piedra Bisan, 19) Los Frailes, 20) Las Perlas, 21) Salinas, 22) El Pelado, 23) Isla
Salango, 24) Roca Daphne, 25) Bahia La Fe, 26) Barco hundido de Karagua, 27) Roca Ballena, 28) Punta Pitt.
Imagen: M. tetranemus, tomada por Ross Robertsop, .. -
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Extraccion de ADN, PCR y Secuenciacion

Para la extraccion del ADN se utilizé el método estandar proteinasa
K/fenol/cloroformo de Hillis et al. (1996) modificado de Sambrook et al. (1989).

Posteriormente se amplifico el gen citocromo b (Cytb) por el método de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para cada muestra de ADN (Saiki et al.,
1988) con los primers LA (forward) 5 gtgacttgaaaaaccaccgttg 3’ y HA (reverse) 5
caacgatctccggtttacaagac 3’ (Dowling et al. 2002). La PCR se realiz6 bajo las
siguientes condiciones: activacion de la Taq a 94°C durante dos minutos,
desnaturalizacion a 94°C durante 45 segundos, alineamiento a 43.3-48°C durante un
minuto, elongacion a 72°C durante un minuto y medio los cuales se repitieron 35

ciclos, elongacion final a 72°C durante 5 minutos y refrigeracion a 4°C.

Se amplific6 también el gen nuclear de la rodopsina (Rhod) mediante los
primers RH193 (forward) 5’cntatgaataycctcagtactacc3’” y RH1073 (reverse)
5’ccrcgcacarcgtggtgatcatg3’ (Chen et al., 2003). La PCR se realizd bajo las
siguientes condiciones: activacion de la Taq a 94°C durante cuatro minutos, 35 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, alineamiento a 49.9°C durante 45
segundos, elongacion a 72°C durante 45 segundos, para terminar con la elongacion

final a 72°C durante 5 minutos y refrigeracién a 10°C.

Los productos de PCR de los genes Cytb fueron enviados para su
secuenciacion a High Throughput Sequencing, Washington, EUA. Mientras que para
los productos de PCR de Rhod se llevé a cabo la reaccion de purificacion utilizando
columnas de Sephadex y fueron analizadas utilizando un secuenciador automatico
Applied Biosystem 377 en el Instituto Smithsonian de Investigaciones Tropicales
(STRI) Panama.
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Alineamiento de secuencias y seleccion de modelo evolutivo

Las secuencias fueron alineadas de manera manual usando el programa
MEGA v5.05 (Tamura et al. 2011), para descartar que la variabilidad se deba a
artefactos del proceso de secuenciacion, se corrobord la congruencia de las bases
por medio de los cromatogramas. Para conocer el modelo evolutivo de sustitucion
gue mas se ajusta a las secuencias se utilizdo el programa JMODELTEST v2.1.5
(Darriba et al., 2012). Los modelos fueron elegidos utilizando el Criterio de
Informacién de Akaike (AIC por sus siglas en inglés) como método de seleccidn
(Cuadro 12).

Cuadro 12. Modelos evolutivos de sustitucion y parametros estimados por el Criterio de Informacion
de Akaike (AIC).

Modelo Frecuencia de bases Proporcién de sitios
Gen ) -InL - . ) i
evolutivo nucleotidicas empiricas invariables

fregA = 0.2162
freqC = 0.3004
freqG = 0.1644
freqT = 0.3189

fregA = 0.1674

Rhod HKY 1125.0339 freqC = 0.3482 0.0
freqG = 0.2371

freqT = 0.2473

Cytb TIM3+I 2853.1787 0.7600

-InL: logaritmo de la verosimilitud, Ti: transiciones, Tv: transversiones.

Redes de haplotipos

Se realizé una red de haplotipos para los genes Cytb y Rhod con el
programa NETWORK v4.5.1.6 (Bandelt et al. 1999) debido a que estas redes
muestran una representacion grafica de la variacion genética intraespecifica (Posada
y Crandall, 2001).

Estadistica descriptiva

El gen nuclear Rhod no mostré una variacion que permitiera realizar analisis

a nivel poblacional como el Cytb, dadg que presenta una tasa de mutacion mas lenta,
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aun no presenta una cantidad de cambios que permitan observar la estructuracion
entre las poblaciones. Por lo cual, tnicamente se utilizd este gen en los andlisis de

redes de haplotipos.

Para conocer la diversidad genética de las poblaciones se calcularon indices
de variacion genética como la diversidad haplotipica (Hg), la diversidad nucleotidica
(rr; Nei, 1987), numero de haplotipos, niumero de sitios polimorficos (S) y el nimero
promedio de diferencias nucleotidicas por pares (k; Tajima, 1983) por medio del
programa DnaSP v4.0. (Rozas et al. 2003) para los grupos de haplotipos obtenidos,

el total de la poblacién y el grupo de Ecuador continental.

Para evaluar la diferenciacion genética entre poblaciones o grupos de
poblaciones se estimaron los indices de fijacion Fsr con ayuda del programa
ARLEQUIN v3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). El grupo divergente de Ecuador
continental no fue incluido en éste analisis debido a la amplia divergencia genética

gue presenta respecto al grupo distribuido a lo largo del POT.

Con el objetivo de describir de qué manera esta particionada la variacion
genética, se realizd un analisis de varianza molecular (AMOVA), usando una matriz
de distancias interhaplotipicas como distancias euclideanas, en el cual se probé el
mejor agrupamiento que explica dicha variacion, para ello se tom6 en cuenta la
regionalizacion de las provincias biogeograficas (Hastings, 2000), las poblaciones de
las subespecies (Springer, 1959) y los haplogrupos obtenidos previamente (Excoffier
et al. 1992). Este analisis se llevé a cabo por medio del programa ARLEQUIN v3.5
(Excoffier y Lischer, 2010).

Para probar si las poblaciones han experimentado crecimiento constante, se
obtuvieron los valores de la D de Tajima, en donde se utilizan los sitios segregativos
como informacion, y la F de Fu, la cual usa pruebas estadisticas que utilizan la
distribucion haplotipica. Estas pruebas de neutralidad fueron calculadas con el
programa ARLEQUIN v3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).
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Tasas de mutacion y tiempos de divergencia

Se estimaron los tiempos de divergencia entre los haplogrupos de M.
tetranemus grupo POT, por medio del software BEAST v.1.7.2 (Drummond et al.,
2012), usando el modelo de sustitucion nucleotidica estimado anteriormente para las
secuencias del gen Cytb, por el método de coalescencia Bayesian Skyline
(Drummond et al., 2005). Se utilizé un reloj molecular relajado, calibrado con la tasa
mutacional estimada para teledsteos para Cytb 0.0085-0.012 sustituciones/sitio/Ma
(1.5-2.5% por Ma, Bowen y Grant, 1997). Se utilizaron 65,000,000 generaciones,
muestreando cada 1,000 topologias. Se obtuvieron Tamafios Efectivos de Muestra
(ESS) >250, descartando el 10% de las topologias para la construccion del arbol
consenso, con un limite de probabilidad igual a 0.5 y limites de confianza mayores al
95% (HPD>95%).
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9.3 Resultados
Secuencias obtenidas de marcadores mitocondriales y nucleares

Se obtuvo un total de 129 secuencias de los marcadores mitocondrial Cytb
(1050pb, n=105) y nuclear Rhod (768pb, n=23) de organismos pertenecientes a las
dos subespecies de Malacoctenus tetranemus (M. t. multipunctatus y M. t.
tetranemus) a lo largo de las cuatro provincias biogeograficas del POT y de las

poblaciones de M. tetranemus del grupo de Ecuador continental (Cuadro 13).

Cuadro 13. Numero de individuos colectados por localidad y secuencias obtenidas de cada
provincia del POT.

NUm. de
Secuencias
Malacoctenus tetranemus multipunctatus
Cytb 12
Cortés Muelle de la API (5), Santa Inés (6), Isla San Marcos (1)
Rhod 1
Arrocito (2), Bajo frente al Faro (1), Barranca seca (1), La
Blanca (2) , Caparrosa (2), Puerto Escondido (2), Isla de la Cytb 47
Mexicana Manzanillera (2), Las Gatas (4), Bajos de la Manzanillera (3),
Morros de Potosi (5), La Raya (7), Tangolunda (3), El Tején Rhod 3
(3), La Virgen (1), Zacatoso (8)
Malacoctenus tetranemus tetranemus (grupo POT)
Piedra Bisan (2), Isla Cabo Blanco (3), Isla Larga (2), Isla Cvib 32
Panamica Orocuita (3), El Pelado (4), Isla Salango (5), Salinas (1), y
Pedrera La Estrella (3), La Unidn (1), Isla Pirigallo (5), Los Rhod 16
Frailes (4), Las Perlas (3)
Galapagos Roca Ballena (2), Roca Daphne (2), Bahia La Fe (1), Barco Syils 12
hundido de Karagua (5), Punta Pitt (2) Rhod 3
Malacoctenus tetranemus (grupo Ecuador continental)
Cytb 4
Pandmica El Pelado (2), Isla Salango (4)
Rhod 6
Cytb 105
Total 108 organismos
Rhod 23
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Redes de haplotipos

La red de haplotipos del gen Cytb no presenta una estructuracion genética
que coincida con las cuatro provincias biogeograficas del POT (Fig. 21). La
diversidad nucleotidica fue elevada (Hq= 0.9925), mientras que la diversidad
nucleotidica fue baja (m= 0.0071). Se observan cuatro haplogrupos bien
diferenciados separados entre ocho y cuatro pasos mutacionales. Los haplogrupos |
y IV se encuentran principalmente conformados por organismos pertenecientes a la
provincia Mexicana, mientras que los haplogrupos Il y Ill estan representados en su
mayor parte por individuos de la provincia Panamica (Fig. 21).

En el haplogrupo I, se observa que los haplotipos de la provincia Mexicana
conforman el 21.1% tanto de haplotipos internos como periféricos, con un total de
42.2%, estos fueron los porcentajes mas elevados seguidos por 15.8% haplotipos
internos de cada una de las provincias Panamica y de Cortés, asi como otro 15.8%
de haplotipos periféricos de la provincia Panamica. La provincia de Galapagos no

contd con haplotipos internos (Cuadro 14).

El haplogrupo Il present6 42.1% de haplotipos internos provenientes de
individuos de la provincia Panamica, mientras que los haplotipos periféricos fueron
principalmente representados por individuos de la provincia de Cortés (10.5%). Este
grupo esta conformado principalmente por haplotipos de la provincia Panamica (T =

47.2%) y no contiene haplotipos provenientes de la provincia de Galapagos.

El haplogrupo 1l fue configurado en su mayoria por la provincia Panamica,
en donde 12.5% de los haplotipos fueron internos y 45.8% fueron periféricos (T =

58.3%). La provincia de Cortés no presenta haplotipos internos en este grupo.

Finalmente, en el haplogrupo IV los haplotipos internos y periféricos fueron
representados en su mayor parte por la provincia Mexicana (10.3%, 61.5%
respectivamente, T = 71.8%), mientras que no se encontraron haplotipos internos

provenientes de la provincia Panamica.
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Fig. 21. Red de haplotipos obtenida con el gen mitocondrial Cytb de 101 individuos de
Malacoctenus tetranemus grupo POT y cuatro del grupo de Ecuador continental.
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Cuadro 14.
Porcentaje de haplotipos periféricos y centrales de cada provincia biogeografica del POT por
haplogrupos de Malacoctenus tetranemus grupo POT.

Provincia Cortés Mexicana Panamica Galapagos
Haplogrupo | P T | P T | P T | P T
Haplogrupo | 158 53 211 211 211 422 158 158 316 O 53 53
Haplogrupo II 105 158 26.3 5.3 21.1 26.4 5.3 421 47.4 0 0 0
Haplogrupo lll 0 4.2 4.2 42 125 16.7 208 375 583 125 83 208
Haplogrupo IV 2.6 2.6 5.2 10.3 615 71.8 0 7.7 7.7 2.6 128 154

I, porcentaje de haplotipos internos; P, porcentaje de haplotipos periféricos; T, porcentaje total de
haplotipos

Por otro lado, se observa ademas, un haplogrupo conformado por los cuatro
individuos de Ecuador continental, el cual esta separado por 38 pasos mutacionales
de los haplotipos correspondientes a las poblaciones de M. tetranemus (grupo POT,
dado que se encuentra integrado por individuos provenientes de las cuatro regiones
biogeograficas). Los cuatro individuos de éste haplogrupo mostraron un haplotipo
diferente cada uno por lo que la diversidad haplotipica fue igual a 1, la diversidad
nucleotidica fue baja (= 0.0094). Los cuatro haplotipos se encuentran separados
entre 7 y 17 cambios mutacionales cada uno, incluso mas cambios mutacionales que

los observados entre algunos haplogrupos de M. tetranemus grupo POT.

La red de haplotipos obtenida con el gen Rhod (Fig. 22), mostré
concordancia con la red de haplotipos del gen Cytb en la division de las poblaciones
de M. tetranemus grupo POT y grupo de Ecuador continental, en donde se observa

gue las poblaciones se encuentran separadas por un cambio mutacional.

Este gen no mostrd variacion que permitiera observar una estructuracion en
las poblaciones del grupo POT. Se encontro que los 23 organismos muestreados de
este grupo presentan el mismo haplotipo. Mientras que los 6 individuos del grupo
Ecuador continental también estan representados por un unico haplotipo. Estos
haplotipos se encuentran separados por un cambio mutacional. En total, se

observaron una diversidad haplotipica y nucleotidica bajas (Hg=0.340, 1=0.0004).
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23 individuos de
Malacoctenus tetranemus
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Estadistica descriptiva

Los indices de diversidad genética para el gen Cytb de M. tetranemus grupo
POT por haplogrupos (Cuadro 15) mostraron una diversidad haplotipica elevada en
los cuatro haplogrupos (Hqg total 0.993, 0.871-0.991). El haplogrupo IV fue el que
mostré la Hy mas elevada (0.991) ya que se encontraron 35 haplotipos en 39
individuos. El valor mas bajo fue registrado para el haplogrupo Il (Hg= 0.871) con 12
haplotipos en 19 organismos. Todos los haplogrupos mostraron una diversidad
nucleotidica baja (rr total 0.007, 0.002-0.005), el valor mas bajo fue encontrado en el

haplogrupo Il (17=0.002) mientras que el mas alto en el haplogrupo IV (7=0.005).
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El haplogrupo IV presento los valores mas elevados del valor promedio de
diferencias nucleotidicas por pares y numero de sitios polimorficos (k=4.92 y S=59),
mientras que los valores mas bajos fueron registrados para el haplogrupo Il (k=1.88 y
S=15). El grupo M. tetranemus de Ecuador continental mostré una Hgy igual a uno,
una 1 baja (0.069), el valor mas elevado de diferencias nucleotidicas por pares

(k=9.83) y 19 sitios polimérficos.

Cuadro 15.
indices de diversidad genética del gen Cytb para Malacoctenus tetranemus grupo POT y grupo
Ecuador continental.

Haplogrupo N Hn Hqyto mto k S
M. tetranemus — y5; g3 0.9925:0.004 0.00710.004 7.496 113

grupo POT

Haplogrupo | 19 16 0.9766+0.03 0.0033+0.001 3.44 26
Haplogrupo |l 19 12 0.8713+0.07 0.0018+0.001 1.88 15
Haplogrupo |l 24 20 0.9819+0.02 0.0041+0.002 4.31 33
Haplogrupo IV 39 35 0.9906+0.01 0.0047+0.002 4.92 59
M. tetranemus
grupo Ecuador 4 4 1 0.0692+0.48 9.83 19

continental

N, nimero de individuos; Hn, nimero de haplotipos; Hy, diversidad haplotipica; m, diversidad
nucleotidica; k, promedio de diferencias nucleotidicas por pares; S, nimero de sitios polimorficos.

Estructura poblacional

Se muestran los valores de diferenciacion genética entre los haplogrupos de
M. tetranemus (grupo POT) (Cuadro 16). Se observaron valores significativos de Fsrt
mayores a 0.4, en donde los haplogrupos Il y Ill mostraron el valor mas elevado

(0.669) y el valor mas bajo (0.425) entre los haplogrupos 1y IV.

Cuadro 16
Valores del indice de diferenciacion Fsr entre los haplogrupos de M. tetranemus
grupo POT.
Haplogrupo | Haplogrupo I Haplogrupo I
Haplogrupo Il *0.6567 -
Haplogrupo Il *0.6091 *0.6694 -
Haplogrupo IV *0.4246 *0.5026 *0.5029

*Valores de p<0.05
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El primer agrupamiento para los analisis de AMOVA considero todas las
poblaciones de M. tetranemus grupo POT contra los individuos de la poblacion de M.
tetranemus del grupo de Ecuador continental, en dicha comparacion se obtuvo el

mayor porcentaje de variacion entre grupos (80.38%) (Cuadro 17).

Cuadro 17.
Andlisis de AMOVA entre poblaciones de Malacoctenus tetranemus con base en las secuencias del
gen Cytb.

% de variacion

Entre
Entre poblaciones Entre
Grupos Fst Fer Fsc grupos  dentro de los poblaciones
grupos

M. tetranemus
(grupo POT)
VS *0.8179 0.8038  *0.0718 80.38 1.41 18.21
M. tetranemus
(Ecuador cont.)
M. t. multipunctatus
(Cortés y Mexicana)
VS *0.0864 *0.0607  0.0274 6.07 2.57 91.36
M. t. tetranemus
(Panamica y Galapagos)

Cortés/ Mexicana/
Panamica/ Galapagos
Cortés y Mexicana/
Panamica/ Galapagos
Cortés/ Mexicana/

Centroamérica/ *0.0733 *0.0654  0.0085 6.54 0.79 92.67
Sudameérica/ Galapagos
Cortés y Mexicana/
Centroamérica/ *0.0785 *0.0580  0.0217 5.80 2.05 92.15
Sudameérica/ Galapagos
Cortés y Mexicana/

Centroamérica/ *0.0794 *0.0574  0.0234 5.74 2.20 92.06
Sudameérica y Galdpagos
Cortés, Mexicana y
Panamica/ Galapagos

*0.0771 *0.0708 0.0067 7.08 0.62 92.29

*0.0834 *0.0658  0.0188 6.58 1.76 91.66

*0.0822 0.0293  *0.0545 2.93 5.29 91.78

Grupos filogenéticos
Haplogrupo I/
Haplogrupo I/ *0.5641 *0.5177 *0.0964 51.76 4.65 43.59
Haplogrupo Il1/
Haplogrupo IV

Los valores fueron significativos, p<0.05
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La comparacién entre las poblaciones de las dos subespecies reconocidas
no mostré un porcentaje de variacion elevado entre grupos (6.07%). De igual
manera, los diferentes arreglos entre las cuatro provincias reconocidas en el POT
(Hastings, 2000; Allen y Robertson, 2008) no mostraron una diferenciacion

importante con porcentajes de variacion bajos (2.93-7.08%).

Mientras que el mayor porcentaje de diferenciacion entre grupos en las
poblaciones de M. tetranemus grupo POT ocurrié con un arreglo correspondiente a

los clados filogenéticos (51.76%).

Demografia histérica

Los valores de la F de Fu obtenidos fueron negativos y significativos para
todos los haplogrupos (-8.580 a -25.554) y para la poblacion total (-24.833). De igual
manera, los valores D de Tajima observados fueron negativos y significativos, tanto
para la poblacion total (-2.166) como para los haplogrupos (-1.9433 a -2.335)
(Cuadro 18). El haplogrupo IV presento los valores de neutralidad mas bajos (F de
Fu= -24.833, D de Tajima=-2.335). Mientras que los valores mas altos fueron
encontrados en el haplogrupo 1l (F de Fu=-8.580) y haplogrupo Il (D de Tajima=-
1.943). Mientras que los valores obtenidos para M. tetranemus grupo Ecuador

continental no fueron significativos (F=-0.524, D=0.314).

Cuadro 18. Pruebas de neutralidad de las secuencias de Cytb de M. tetranemus.

M. tetranemus F de Fu D de Tajima
Haplogrupo | -12.3447 p=0.000* -2.1093 p=0.007*
Haplogrupo |l -8.5798 p=0.000* -2.0983 p=0.005*
Haplogrupo llI -15.1510 p=0.000* -1.9431 p=0.008*
Haplogrupo IV -25.5536 p=0.000* -2.3348 p=0.002*
Total grupo POT -24.8330 p=<0.000* -2.1660 p=0.001*
Total grupo Ecuador cont. -0.5239 p=0.463 0.3144 p=0.358

*Valores de p <0.05
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Tiempos de divergencia

Los tiempos de divergencia calculados entre los haplogrupos de M.
tetranemus grupo POT fueron de 0.6 Ma del haplogrupo IIl con el resto y de 0.47-

0.42 Ma entre los haplogrupos I, 11y IV (Fig. 23).
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Fig. 23. Reconstruccion filogenética por inferencia bayesiana y estimacién de los
tiempos de divergencia entre los haplogrupos de M. tetranemus grupo POT, por medio
del gen Cyth. Se utiliz6 como grupo externo a M. mexicanus.
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9.4 Discusion

Esta es la primera investigacion en la cual no se presenta una diferenciacion
genética estructurada geograficamente para una especie criptica arrecifal a lo largo
del POT. La red de haplotipos para el grupo POT con el gen Cytb mostré cuatro
haplogrupos principales, los cuales, a excepcion del haplogrupo | (el cual no presenta
individuos de la provincia de Galapagos), estan conformados por individuos
provenientes de las cuatro provincias biogeogréficas del POT (Fig. 21). Ademas, se
obtuvo un grupo genéticamente diferenciado distribuido en las costas de Ecuador

continental, el cual representa un linaje evolutivo independiente.
Biogeografia
Grupo Ecuador continental

En el capitulo anterior se encontraron poblaciones de M. tetranemus
provenientes de una pequefia porcion de Ecuador continental, las cuales divergieron
hace aproximadamente 1.6 Ma con respecto a M. tetranemus grupo POT (Fig. 14 y
23). Esto es coincidente a la divergencia reportada para la especiacion de los erizos
del género Echinometra (1.27-1.62 Ma), atribuida a un descenso en el nivel del mar
durante el Pleistoceno ocasionado por la NGH (Glaciacién del Hemisferio Norte, por
sus siglas en inglés) (McCartney et al., 2000), la cual produjo cambios rapidos en el
nivel del mar, la temperatura de las corrientes oceanicas y en la salinidad (Lea et al.,
2002, Wilson, 2006, Maggs et al., 2008), por lo que es probable que estos cambios
en las condiciones del mar también hubieran afectado a las poblaciones de M.
tetranemus provocando una reduccion poblacional y aislando a las poblaciones de
Ecuador continental. Posterior a esto, las poblaciones pudieron haber quedado
separadas geograficamente por un tiempo suficiente que permitié la diferenciacion
genética, de manera que al estabilizarse las condiciones ocedénicas y ocurrir una

expansion poblacional de M. tetranemus grupo POT, estas se encontraran con las
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poblaciones relicto, pero cada una mantuvo su identidad genética y ahora se

encuentran en simpatria.
Grupo POT

Los cuatro haplogrupos encontrados dentro del grupo POT se separan por 4
a 8 pasos mutacionales (Fig. 21). Los valores de Fsr para la comparacién de los
cuatro haplogrupos fueron elevados y significativos Fst 0.4246-0.6694 (Cuadro 16).
ElI AMOVA mostré valores muy bajos en el porcentaje de variacion entre grupos al
momento de probar una estructuracion basada en la correspondencia de las
provincias biogeogréficas, en diferentes arreglos (2.93-7.08%). El arreglo que mejor
explica la estructuracion dentro del grupo POT fue el correspondiente a los cuatro
haplogrupos obtenidos (51.76%) (Cuadro 17). Sin embargo, la mezcla de haplotipos
muestra que existe conectividad entre las poblaciones a lo largo del POT, como
sucede con algunas especies arrecifales (no cripticas) que se encuentran
ampliamente distribuidas en el POT (Muss et al., 2001; Craig et al., 2006; Bernardi et
al., 2014).

Ademas, se observé que los cuatro haplogrupos presentan una forma de
estrella en su estructura interna (Fig. 21), una Hy alta (0.982-0.871) y una m baja
(0.002-0.008). Los valores obtenidos en las pruebas de neutralidad fueron negativos
y significativos tanto para la D de Tajima D<0 (-2.335 - -1.943) como para la F de Fu
(-24.833 - -8.580) (Cuadro 18). Estos resultados encontrados sugieren que la
poblacion sufri6 un evento de reduccion poblacional seguido por una expansion

demogréfica (Ramos-Onsins y Rozas, 2002).

Para estos haplogrupos se encontré un tiempo de divergencia entre 0.6 y
0.42 Ma (Fig. 23), durante el Pleistoceno Medio (0.126 - 0.780 Ma, Cohen et al.,
2012), en donde ocurrieron largos periodos glaciares-interglaciares durante los
altimos 700,000 afios (Hewitt, 1996). Estas condiciones fluctuantes pueden haber
sido la causa de que esta especie sufriera una reduccion poblacional historica,
provocando que los cuatro haplogrupos quedaran alopatricamente separados. Hewitt

(1996), sefiala que la extension y distribucion de especies marinas dependio
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principalmente de la naturaleza de las aguas oceénicas. Por lo que pudo haber
existido un evento vicariante y reduccion poblacional de los cuatro haplogrupos
encontrados asociada a los ciclos glaciares. Posteriormente, cuando las condiciones
ocedanicas se estabilizaron, estos grupos aislados lograron expandirse y colonizar
nuevamente todas las regiones del POT, por lo que actualmente encontramos
organismos de practicamente todas las provincias dentro de los cuatro haplogrupos.

Cabe sefalar que por medio de las redes de haplotipos es posible hacer
inferencias sobre las relaciones evolutivas intraespecificas, debido a que las
conexiones entre los haplotipos representan eventos coalescentes, en donde los
haplotipos ancestrales son internos y presentan multiples conexiones, ademas de

una mayor frecuencia (Clement et al., 2000; Vazquez-Dominguez et al., 2009).

En este caso, el haplogrupo |Ill, el primero en divergir hace
aproximadamente 0.6 Ma (Fig. 23), esta conformado en su mayor porcentaje por
individuos provenientes de la provincia Panamica (12.5% haplotipos internos y 45.8%
periféricos, 58.3% del total) e individuos de Galapagos (4.2% haplotipos internos y
16.7% periféricos, 20. 9% del total) lo cual sugiere que este grupo pudo haber
quedado aislado en la regibn Panamica. Mientras que los haplogrupos restantes
divergieron entre 0.47 y 0.42 Ma, lo que, a juzgar por la proporcion de haplotipos
internos y periféricos en cada region, parece ser el resultado de un aislamiento de los
grupos ancestrales en regiones diferentes, uno en la provincia de Cortés (haplogrupo
II, 10.5% de sus haplotipos internos provienen de Cortés y 4.2% de Ecuador), y los
otros dos en la provincia Mexicana (haplotipo I, con 21.1% de haplotipos internos y
periféricos, en total 42.2% y haplotipo 1V, 10.26% de haplotipos internos y 61.5% de
haplotipos periféricos, con 71.76% del total) (Cuadro 14).

Posterior a estos eventos de reduccion poblacional, las poblaciones
conformadas por los haplogrupos aislados pudieron haber comenzado a expandirse
por todo el POT, sin embargo, el tiempo que se encontraron separadas pudo haber
sido suficiente como para provocar un aislamiento reproductivo, a pesar de que las

poblaciones fueran capaces de encontrarse en simpatria, al igual que el evento
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ocurrido en la separacion del grupo Ecuador continental respeto al grupo POT. Sin
embargo, para corroborar esta hipétesis es necesario hacer una comparacion con

otra fuente de informacion (e.g. microsatélites).

Esto indica que, a diferencia de lo presentado en el capitulo uno de esta
misma obra, ni las brechas arenosas, ni las surgencias, ni los giros, funcionan como
barreras al flujo de individuos entre poblaciones y regiones de este grupo a lo largo
del POT. Lo cual sugiere que los patrones genéticos encontrados en las especies no
solamente dependen de un hébitat adecuado para la especie, sino también de las
caracteristicas intrinsecas de la especie como lo son su capacidad de dispersion y

estrategias reproductivas.

Poco se sabe en relacion a la historia de vida o a la biologia de
Malacoctenus tetranemus, por lo que es dificil hacer una interpretaciéon de los
resultados obtenidos. Sin embargo, con las diferentes inmersiones realizadas
durante la colecta de organismos para la presente investigacion, podemos inferir que
M. tetranemus es una especie con mayor tolerancia ambiental que el resto de los
Malacoctenus que habitan en el POT, fue por mucho la especie con el mayor rango
de distribucion, ya que fue la Unica especie de Malacoctenus localizada en arrecifes
del Golfo de Fonseca, El Salvador, limite norte de la Brecha de Centroamérica, en la
cual los arrecifes son muy diferentes al resto de los sitios muestreados, pues son
zonas pedregosas, poco profundas, con una gran cantidad de sedimentos de tipo
limoso y con condiciones que se percibian desfavorables para especies del género.
Ademas, es factible que esta especie se reproduzca durante todo el afio, ya que se
observaron machos en cortejo durante practicamente todas las inmersiones, por lo
que es factible que las larvas sean arrastradas por corrientes que las transporten,
tales como la corriente Costera de Costa Rica, que fluye hacia el norte hasta la boca
del Golfo de California, la Corriente de Panama que fluye al suroeste hacia el
Archipiélago de las Galdpagos, la Contra Corriente Norecuatorial (CCNE) que va
hacia el este del Pacifico, y las corrientes Norecuatorial (CNE) y Surecuatorial (CSE)
qgue fluyen hacia el centro del Pacifico (Glynn y Ault, 2000; McCartney et al., 2000;

Robertson y Allen, 2008), por lo que podria cruzar las brechas de habitat y el océano
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pelagico, y asi mantener una migracion de individuos a lo largo del POT (Fig. 24). Se
ha documentado que otras especies de peces arrecifales pueden cruzar barreras
ocedanicas de mas de 5000 km por medio del transporte de la larva pelagica (Lessios

y Robertson, 2006).
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Fig. 24. Provincias biogeograficas, brechas arenosas y principales corrientes, basado en
Hastings (2000) y Cortés (1997). Los puntos rojos indican los sitios de colecta de M.
tetranemus grupo POT vy el circulo punteado indica los sitios de colecta en los que ademas se
encuentra M. tetranemus grupo Ecuador continental. CNE, Corriente Norecuatorial; CCNE,
Contracorriente Norecuatorial; CSE, Corriente Surecuatorial; CP, Corriente Peruana; CPAN,
Corriente Panadmica, CCR, Corriente Costera de Costa Rica.

Por otro lado, cabe mencionar que el POT presenta condiciones muy
inestables con una circulacion oceanica dinamica, eventos ENSO y afloramientos
periodicos, los cuales pueden estar facilitando un flujo genético periédico entre las

poblaciones pertenecientes a las cuatro provincias biogeograficas (Muss et al., 2001;
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Wang y Fiedler, 2006). Las fluctuaciones en el medio oceanografico debidas a estos
eventos peridédicos producen de igual manera cambios en los limites de la
distribucion de las especies (Robertson y Cramer, 2009). Algunas ocasiones las
larvas transitan en grandes cantidades (McCartney et al., 2000), tomando en cuenta
que solamente se necesita una migracion de uno a diez individuos por generacion
para mantener la divergencia de las frecuencias alélicas dentro de los haplogrupos
(Mills y Allendorf, 1996) no es dificil pensar que M. tetranemus no presente una

estructura que concuerde con la geografia de la region.
Aislamiento reproductivo ante un contacto secundario

De acuerdo a los resultados obtenidos es claro que las brechas arenosas
como las conocemos actualmente no actian como una barrera al movimiento de
individuos a lo largo del POT. Sin embargo, la formacion del grupo de Ecuador
continental y los cuatro haplogrupos dentro del POT indican un aislamiento ancestral
en alguna region del POT. Posteriormente cada haplogrupo se dispersé por todo el
POT, los cuales no se mezclan ante un contacto secundario con el grupo Ecuador
continental y posiblemente tampoco se mezclan entre ellos, por lo que otras fuerzas
diferentes a los procesos oceanograficos, geoldgicos o climéaticos pueden estar

actuando en mantener dicha diferenciacion.

Se sabe muy poco sobre la historia de vida o a la biologia de M. tetranemus,
por lo que es dificil interpretar los resultados obtenidos tanto para los cuatro
haplogrupos dentro del grupo POT como para el grupo de Ecuador continental, sin
embargo, algunas observaciones de campo e informacion existente para otras
especies de Malacoctenus y otras especies cripticas pueden dar algunos indicios.
Los resultados obtenidos sugieren que M. tetranemus es capaz de desarrollar ciertos
cambios al aislarse reproductivamente durante eventos que separan a las
poblaciones alopatricamente por un periodo de tiempo suficiente, ya sea en los
patrones de coloracién o en comportamiento. Los individuos de M. tetranemus son
un claro ejemplo de la plasticidad fenotipica intra especie que presentan los

Malacoctenus (Fig. 25). Es muy probable que al momento del contacto secundario ya
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existieran diferencias sutiles en la coloracion o el comportamiento reproductivo. El
aislamiento reproductivo puede ocurrir cuando existe una diferencia en las
preferencias de eleccion de pareja (Palumbi, 1998). Por lo que una seleccion sexual
podria ser la causa de este aislamiento reproductivo a pesar de encontrarse en

simpatria, actuando como mecanismo evolutivo.

Se ha reportado que los machos de algunas especies hermanas de
Malacoctenus exhiben una coloracion brillante y conspicua durante la época
reproductiva (Hanlon y Hixon, 1986), ademéas que las especies M. ebisui, M.
triangulatus, M. macropus, M. hubbsi y M. zonifer presentan cortejo reproductivo
(Wirtz, 1983; Hanlon y Hixon, 1986; Petersen, 1988). Por otra parte, estudios en la
diversificacion de especies de la familia Tripterygiidae en Nueva Zelanda, sugieren
qgue la seleccion de pareja no esta basada en diferencias en la coloracion de los
machos sino en el tamafio del organismo (Wellenreuther y Clements, 2007). De igual
forma, el patrén de coloracién ha sido implicado en la diversificacion de especies
(Taylor y Hellberg, 2005; Seehausen, 2006; Elmer et al., 2009). Mientras que otros
autores han propuesto que la diversificacidbn en especies cripticas se ha dado por
preferencias ecoldgicas (Riginos y Nachman, 2001; Rocha et al., 2005; Eytan et al.,
2012).

Un caso similar a este estudio se report6 para la especie Mugil cephalus en
el Pacifico Noroeste (Shen et al., 2011), en donde se encontr6 un complejo de
especies conformado por tres linajes que habitan en simpatria. No se encontr
evidencia de flujo genético entre los distintos linajes pero si dentro de cada uno,
mostrando conectividad entre las poblaciones a lo largo de su distribucion. Los
autores atribuyen esta diversificacion a las fluctuaciones en el nivel del mar y
temperatura durante el Plio-Pleistoceno y a diferencias en el comportamiento
reproductivo de los individuos, ademas de diferencias espaciales y temporales
durante el desove de los individuos pertenecientes a los diferentes linajes. El tiempo
de divergencia encontrado para dos de los linajes fue 1.7 Ma, el cual coincide con los
tiempos de divergencia encontrados para M. tetranemus grupo POT y grupo Ecuador

continental y M. ebisui grupo Panama-Ecuador y Costa Rica (Capitulo ).
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La importancia de esto radica en el potencial evolutivo de la especie, ya que
es el primer reporte de este tipo de aislamiento seguido por una reconexion en donde
las poblaciones conservan su estructura genética a pesar de ser capaces de romper

las barreras geograficas.

Fig. 24. Malacoctenus tetranemus
a) Haplogrupo I, El Pelado, Santa Elena, Ecuador continental. Foto: Eloisa Torres.

b) Haplogrupo I, Barco hundido de Karagua, Isla San Cristobal, Archipiélago de las Galapagos,
Ecuador. Foto: Eloisa Torres.

¢) Haplogrupo Ill, Roca Ballena, Isla San Cristdbal, Archipiélago de las Galapagos. Foto: Oscar
Lasso.

d) Haplogrupo Ill, Roca Ballena, Isla San Cristébal, Archipiélago de las Galapagos. Foto: Oscar
Lasso.

e) Haplogrupo lll, Barco hundido de Karagua, Isla San Cristébal, Archipiélago de las Galapagos,
Ecuador. Foto: Oscar Lasso.

f) Haplogrupo IV, Barco hundido de Karagua, Isla San Cristobal, Archipiélago de las Galdpagos,
Ecuador. Foto: Oscar Lasso.

g) Haplogrupo 1V, Punta Pitt, Isla San Cristobal, Archipiélago de las Galapagos, Ecuador. Foto:
Oscar Lasso.

h) Haplogrupo IV, Punta Pitt, Isla San Cristobal, Archipiélago de las Galdpagos, Ecuador. Foto:
Oscar Lasso.
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Sistematica y taxonomia

Los resultados obtenidos de los analisis genéticos (redes de haplotipos,
AMOVA, Fsr, _Dp) no mostraron datos que soporten la existencia de las subespecies
M. t. multipunctatus y M. t. tetranemus separadas por la brecha de Centroamérica

como lo propone Springer (1959) (Cuadro 15).

Springer (1959) reporta que la diferencia entre las subespecies M. t.
multipunctatus y M. t. tetranemus consiste en la presencia de un denso patrén de

puntos obscuros que presentan los organismos de M. t. multipunctatus.

La falta de congruencia entre los datos genéticos y lo reportado por Springer
puede tener dos explicaciones: 1) El caracter usado por Springer para separar las
poblaciones al sur y al norte de la brecha de Centroamérica es homoplasico, por lo
gue no refleja la historia evolutiva de las poblaciones, no pudiendo utilizarse como un
caracter que diagnostica a las dos subespecies, y 2) que esas diferencias existan
entre haplogrupos y Springer pudiera haber analizado individuos de diferentes
haplogrupos, uno a cada lado de la brecha. Cualquiera que sea la explicacién, una
conclusién a este respecto tendra que esperar a una comparacion taxonémica de los

patrones genéticos aqui encontrados.

Por otro lado, las redes de haplotipos de los genes mitocondrial Cytb y
nuclear Rhod mostraron que seis individuos de las localidades de Isla Salango y El
Pelado, en Ecuador continental, son un grupo genéticamente distinto de M.
tetranemus (Fig. 21 y 22). Ademas, este grupo presenta una diferencia genética de
3.9% (Capitulo 1) respecto a M. tetranemus, valor que sobrepasa el 2% de
divergencia minima entre especies hermanas de peces propuesto por Avise (2000)
para el Cytb. Este grupo no pertenece a ninguna de las otras especies de
Malacoctenus reconocidos en el POT (Capitulo 1) por lo que la evidencia molecular
obtenida sugiere que se trata de una nueva especie. Sin embargo, para poder

afirmar que se trata de una especie distinta es necesario incluir otra fuente de
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informacion, como datos morfolégicos o meristicos. No obstante, es evidente que M.
tetranemus grupo Ecuador continental y M. tetranemus grupo POT muestran

diferencias sutiles en los patrones de coloracion (Fig. 26).

Fig. 26. a) M. tetranemus grupo Ecuador continental y b) M. tetranemus grupo POT. Fotos: Carmen
Pedraza.
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X. Discusiones generales e integracion de resultados

Las especies de Malacoctenus que habitan en el POT presentaron diversos
patrones de estructuracion genética. En el presente estudio, se encontré que son
diversos los factores que influyen en el flujo genético entre y dentro de las especies,
entre los que se encuentran la historia evolutiva, factores oceanogréaficos, ecologicos

e intrinsecos de las especies.

Primeramente se observo que las poblaciones de M. margaritae, M. zonifer y
M. ebisui separadas por la brecha Centroamericana presentan diferencias genéticas
elevadas. Springer (1959) reconoci6é subespecies que concuerdan con la separacion
ocasionada por la brecha para las dos primeras especies, y mas tarde, por medio de
la comparacion de caracteres morfoldgicos se propuso que cuentan con las
diferencias suficientes como para ser consideradas como especies (Hastings y
Springer, 2009), lo cual coincide con los resultados encontrados, en donde aparecen
como grupos monofiléticos independientes con los marcadores mitocondrial Cytb, y
nucleares Rhod y Ragl. Mientras que para M. ebisui es la primera vez que se
reconoce dicha estructuracion, la cual fue evidenciada con el marcador mitocondrial
Cytb, ya que los marcadores nucleares aun no muestran la variacion genética
existente entre dichas poblaciones. Por lo que, es necesario que se reconozca la

existencia de la regién biogeografica Mexicana.

Los tiempos de divergencia de las subespecies de M. margaritae y M. zonifer
fueron estimados en el Plioceno tardio y Pleistoceno temprano, época en la que las
caracteristicas del POT fueron alteradas por el cierre del Istmo Centroamericano
(Lessios, 2008). En donde las poblaciones estuvieron separadas por el tiempo
suficiente tomando un camino evolutivo distinto. Este aislamiento genético se
encuentra actualmente ocasionado por la brecha Centroamericana de 750 km de

habitat inadecuado para éstas especies.

Por otro lado, se encontré que las poblaciones de M. ebisui al sur de la

brecha Centroamericana también presentan una estructuraciéon correspondiente con
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la geografia. En donde se encontraron grupos genéticos entre Costa Rica y Panama-
Ecuador, dichas separaciones coinciden con los afloramientos estacionales del Golfo
de Papagayo y Panama, los cuales suceden durante el invierno (Glynn y Ault, 2000;
Robertson y Allen, 2008), época durante la cual se reproduce la especie, seguidos de
giros anticiclénicos, factores que podrian estar ocasionando una retencion de larvas
planténicas y por consecuencia un aislamiento genético entre las poblaciones.
Ademas, esta especie presenta una asociacion a los corales del género Pocillopora
(Galvan-Villa, 2008), los cuales fueron afectados fuertemente por los periodos
glaciares del Pleistoceno (Cortés, 1986 y 1996), por lo que estos eventos también
pudieron haber influido en la configuracién genética de la especie.

Por otro lado, se encontré que M. tetranemus no muestra ninguno de los
patrones mencionados anteriormente. Se encontraron dos grupos genéticamente
distintos, uno restringido a las costas de Ecuador continental y el otro distribuido por
todo el POT. Los tiempos de divergencia estimados para los grupos genéticos de
Ecuador continental y POT fue de 1.6 Ma, coincidiendo con la Glaciacién del
Hemisferio Norte (NGH), la cual trajo consigo cambios repentinos y abruptos de los
niveles del mar, salinidad y temperaturas en los océanos (McCartney et al., 2000), lo
gue pudo haber ocasionado una reduccién poblacional en la que el grupo de Ecuador
continental quedara aislado y mas tarde, al estabilizarse las condiciones los
organismos del grupo POT se dispersaron. Sin embargo, ambas poblaciones fueron
capaces de desarrollar cambios que mantuvieron un aislamiento reproductivo entre

dichas poblaciones en simpatria, como cambios en coloracion o conducta.

Mientras que el grupo POT sufri6 un segundo evento vicariante con un
contacto secundario hace aproximadamente 0.6-0.42 Ma, el cual fue evidenciado por
la presencia de cuatro haplogrupos. En donde los valores de D de Tajima y F de Fu
indican que sufrieron una reduccién poblacional, posiblemente también ocasionada
por las fluctuaciones ambientales de los periodos glaciares-interglaciares del
Pleistoceno Medio, en donde quedaron aisladas en diferentes zonas del POT.
Posteriormente cada haplogrupo fue capaz de dispersarse por toda la region. Debido

a que este grupo no mostré una estructuracion correspondiente con la geografia, los
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datos obtenidos no sustentan la existencia de las subespecies M. t. multipunctatus y
M. t. tetranemus, las cuales se encuentran separadas alopatricamente por la brecha
Centroamericana. Se propone que esta especie es capaz de mantener un flujo
genético entre las poblaciones de las cuatro provincias biogeograficas debido a que
posiblemente se reproduce durante todo el afio, por lo que los afloramientos
estacionales durante el invierno y las barreras oceanograficas que ocasionan no la

afectan, y la larva pelagica puede ser transportada por las corrientes oceanicas.

Los resultados indican que largos periodos de aislamiento geografico entre
las poblaciones de M. tetranemus, durante los cuales la especie es capaz de
desarrollar diferencias intrinsecas, pueden ocasionar un aislamiento reproductivo a

pesar de encontrarse en simpatria.

Tanto los grupos genéticos México y Costa Rica de M. ebisui, como M.
tetranemus grupo Ecuador continental se encontraron como grupos genéticamente
divergentes, con distancias entre 2.8 y 4.9%, por encima del valor minimo reconocido
para especies hermanas (Avise, 2000), por lo que se sugiere una revision
taxondmica de estos grupos genéticamente divergentes, debido a que posiblemente

se trata de nuevas especies.

En este caso, los marcadores genéticos utilizados evidenciaron poblaciones
genéticamente divergentes que no habian sido distinguidas por medio de la
taxonomia tradicional. Por lo cual, se recomienda el analisis de mas especies y otros
grupos de organismos marinos, que ayuden a discernir los patrones de
fragmentaciéon de las poblaciones a lo largo del POT, especialmente en especies
cripticas. Debido a que con estos resultados se evidencia que lo que se pensaba
eran especies ampliamente distribuidas, en realidad son varias especies con rangos
mas restringidos, lo cual podria tener implicaciones importantes en el momento de

plantear estrategias de conservacion y manejo.
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Xl. Conclusiones

Las especies de Malacoctenus del POT presentan diferentes patrones
de estructuracion genética, que han sido consecuencia de la historia
evolutiva, factores oceanograficos, ecologicos e intrinsecos de las
especies.

Se encontro que la brecha Centroamericana influye en la estructuracion
de las especies M. margaritae, M. zonifer para las cuales se han
descrito subespecies y M. ebisui, estructuracion que es reportada por
primera vez, por lo que la provincia biogeografica mexicana debe ser
reconocida como tal.

Las relaciones filogenéticas obtenidas con los genes Cytb, Rho y Ragl
de los Malacoctenus del POT por método Bayesiano soportan la idea
de elevar a nivel especie a las subespecies M. m. mexicanus, M. m.
margaritae, M. z. zonifer y M. z. sudensis, las cuales ademas presentan
divergencias genéticas y valores de Fst elevados y significativos
(Dp=7.8'y 9.6%, Fst=0.9330 y 0.9656 Cytb respectivamente).

Se encontrd un tiempo de divergencia de 5-6 Ma entre las subespecies
de M. margaritae y M. zonifer, los cuales coinciden con cambios en las
corrientes oceanicas que ocurrieron al cierre del Istmo
Centroamericano, por lo que este evento pudo haber influenciado
fuertemente esta diversificacion.

El gen Cytb mostré una estructuracion genética entre las poblaciones
de M. ebisui al sur de la brecha Centroamericana: Panama-Ecuador y
Costa Rica (Dp=2.8 y 4.9%, Fs1=0.7927 y 0.8712), las cuales coinciden
con una separacion geografica ocasionada por los afloramientos que
ocurren en invierno, época en la que se reproduce la especie.

M. ebisui presenta una asociacion con los corales del género

Pocillopora, los cuales sufrieron una fuerte reduccion poblacional
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durante los periodos glaciares del Pleistoceno, por lo que esta especie
pudo haber sido afectada.

Los analisis filogenético y filogeograficos de M. tetranemus con los
marcadores genéticos Cytb, Rhod y Ragl muestran que existe un
grupo hermano de M. tetranemus, genéticamente divergente ( _Dp:3.9%
Cytb), en las costas de Ecuador continental. Posiblemente se trata de
una poblacién relicto que quedoé aislada a causa de los cambios en el
nivel del mar durante la Glaciacion del Hemisferio Norte.

Las poblaciones de M. tetranemus grupo POT sufrieron un aislamiento
y reduccién poblacional seguida por una expansion demografica
ocasionados posiblemente por las fluctuaciones ambientales durante el
Pleistoceno Medio, que derivd en cuatro haplogrupos entre los cuales
no existe flujo genético (Fst=0.4246-0.6694). Estos procesos
demograficos son soportados por valores negativos significativos de la
D de Tajima y F de Fu de cada haplogrupo.

Las brechas arenosas de Sinaloa, Centroamericana, y el océano
abierto no tienen influencia sobre la estructuracién de los haplogrupos
de M. tetranemus grupo POT a lo largo del Pacifico Oriental Tropical.
Por lo que no se encontré evidencia que soporte la existencia de las
subespecies M. t. multipunctatus y M. t. tetranemus (Fst=0.0662).

El desarrollo de cambios en el comportamiento o la coloracion de las
poblaciones de M. tetranemus, cuando se encontraron aisladas
geograficamente, pudo haber ocasionado un aislamiento reproductivo
ante un contacto secundario, por lo que actualmente se pueden
encontrar en simpatria, sin que exista un flujo genético entre los grupos
genéticos mencionados.

Los grupos genéticos M. ebisui México, M. ebisui Costa Rica y M.
tetranemus grupo Ecuador continental, evidenciados por medio de
marcadores moleculares, que no habian sido distinguidos por la
taxonomia tradicional superan la distancia genética minima reconocida

para especies hermanas (Avise, 2000), por lo cual, a reserva de
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estudios morfolégicos detallados, podria tratarse de especies aiun no
descritas.

Debido a los patrones de estructuracion genética encontrados en la
mayoria de las especies, se apoya la regionalizacion biogeografica
propuesta por Hastings (2000) de la existencia de cuatro provincias

biogeograficas: Cortés, Mexicana, Panamica y de Galapagos.
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