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Resumen

Objetivo. La historia evolutiva de los peces marinos con fuerte asociacion a sustratos rocosos
y habitos ecoldgicos cripticos, esta fuertemente asociada a las discontinuidades de habitat asi
como a los procesos oceanograficos regionales. Por lo que el objetivo de la presente
investigacion es elucidar las relaciones evolutivas, filogeograficas y biogeograficas en las

poblaciones de la especie Scorpaenodes xyris en todo su rango de distribucién.

Localidad. Las regiones biogeograficas del Pacifico Oriental Tropical: Provincia de Cortés,
provincia Mexicana, provincia Panamica, provincia de Galapagos e islas oceénicas

(Revillagigedo y Clipperton).

Métodos. Se utilizaron el gen mitocondrial coxl y el gen nuclear rho para obtener las hipotesis
filogenéticas por medio de inferencia bayesiana (IB) y maxima verosimilitud (MV). Se
estimaron indices de diversidad genética y se realizaron pruebas de neutralidad D de Tajima y
F de Fu. Se realizaron analisis de varianza molecular para evaluar la variacion genética de
grupos y poblaciones. Se realizaron arboles de especies mediante un modelo bayesiano
jerarquico (*STARBEAST). Se estimaron tiempos de divergencias y las historia biogeogréafica

del grupo a partir de un analisis de dispersion — extincion — cladogénesis.

Resultados. Las hipétesis filogenéticas evidenciaron a la especie S. tredecimspinosus como
grupo hermano de S. xyris, asi como 3 clados dentro de S. xyris. Uno que agrupa a la especie
del caribe Scorpaenodes tredecimspinosus (Clado A), otro que agrupa a los organismos de
las provincias Mexicana y Panamica (Clado B) y un clado islefio, que agrupa organismos
recolectados en las provincia de Galdpagos, Cortes, Isla Clipperton y Archipiélago de

Revillagigedo (Clado C). El arbol de especies evidencio la presencia de 4 posibles especies



dentro de S. xyris. Por ultimo se encontrd una estrecha relacion en la conformacion de S. xyris
y sus poblaciones altamente divergentes con la formacidn paulatina del Istmo de Panama, y la

formacion de las islas oceanicas.

Conclusiones principales. La amplia distribucién de la especie S. xyris se vio reflejada en
proceso de dispersion y vicarianza relacionados con eventos geolégicos complejos, como lo
es la formacion del Istmo de Panama, formacion de islas (Galapagos, Revillagigedo y
Clipperton) asi como la formacion paulatina del Golfo de California. Las relaciones entre S.
xyris y S. tredecimspinosus estan fuertemente ligadas a un Istmo en formacion asi como a
eventos oceanograficos histéricos que moldearon la distribucién del complejo de especies en

S. Xxyris.

Palabras clave.

Pacifico Oriental Tropical, huella evolutiva, relaciones evolutivas, especie hermana, complejo

de especies, Istmo de Panam4, eventos oceanograficos.



Abstract

Objective. The evolutionary history of marine fishes with strong association to rocky substrates
and cryptic ecological habits is strongly associated with habitat discontinuities as well as
regional oceanographic processes. Therefore, the objective of the present research is to
elucidate the evolutionary, phylogeographic and biogeographic relationships in the populations

of the species Scorpaenodes xyris throughout its range of distribution.

Location. The biogeographic regions of the Tropical Eastern Pacific: Cortés Province, Mexican
province, Panamanian province, Galapagos province and oceanic islands (Revillagigedo and

Clipperton).

Methods. The mitochondrial gene coxl and the nuclear gene rho were used to obtain the
phylogenetic hypotheses by Bayesian inference (IB) and maximum likelihood (MV). Rates of
genetic diversity were estimated and neutrality tests of Tajima and Fu F were performed.
Molecular variance analyzes were performed to evaluate the genetic variation of groups and
populations. Species trees were made using a hierarchical Bayesian model (* STARBEAST).
Divergence times and biogeographic history of the group were estimated from analysis of

dispersion-extintion-cladogenesis.

Results. The phylogenetic hypotheses evidenced the species S. tredecimspinosus as a sister
group of S. xyris, as well as 3 clades within S. xyris. One that groups to the species of the
Caribbean Scorpaenodes tredecimspinosus (Clado A), another one that groups to the
organisms of the Mexican and Panamic provinces (Clado B) and an island clade that groups
organisms collected in the province of Galapagos, Cortes, Clipperton Island And Revillagigedo

Archipelago (Clado C). The species tree evidenced the presence of 4 possible species within



S. xyris. Finally, a close relationship was found in the conformation of S. xyris and its highly
divergent populations with the gradual formation of the Isthmus of Panama, and the formation

of the oceanic islands.

Main conclusions. The wide distribution of the S. xyris species was reflected in a dispersal and
vicarious process related to complex geological events, such as the formation of the Isthmus of
Panama, formation of islands (Galapagos, Revillagigedo and Clipperton) as well as the
gradual formation of the Gulf of California. The relationships between S. xyris and S.
tredecimspinosus are strongly linked to a forming Isthmus as well as historical oceanographic

events that shaped the distribution of the species complex in S. xyris.
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Introduccién

Entender los patrones y procesos que han moldeado la diversidad y riqueza de especies en
los océanos es crucial para conocer la evolucién de la biota en zonas con altos niveles de
endemismo, ya que suponen la inclusion de historias evolutivas Unicas (Briggs y Bowen
2012). Areas que presentan biotas con distintas afinidades evolutivas son catalogadas como
provincias biogeogréficas, las cuales presentan cierto grado de endemismo, por lo que,
mientras mayor sea el porcentaje de endemismos en un area, mayor sera la significancia
evolutiva. (Briggs 1974). La regionalizacion biogeografica en las areas costeras es basada en
el reconocimiento de especies validas (Randall 2007, Briggs y Bowen 2012), sin embargo,
estudios genéticos han revelado la presencia de especies taxonomicamente cripticas, por lo
gue la descripcion de nuevos taxones ha ido en aumento en las Ultimas décadas (Craig et al.
2006, Poss et al. 2010, Motomura y Kanade 2015, Henriques et al. 2016, Baldwin et al. 2016)
lo que sugiere que la rigueza de especies en una region biogeografica determinada podria
estar subestimada. Por lo que la falta de conocimiento de la diversidad genética dentro de una

especie implica la subestimacion de procesos evolutivos.

Las especies taxondmicamente cripticas son consideradas como especies con bajas
diferencias morfologicas, pero, altas diferencias genéticas, las cuales son clasificadas como
una unica unidad evolutiva (Sdez y Lozano 2005, Bickford et al. 2007, Zuniga-Reinoso y
Benitez 2015). Esto se debe a que histéricamente la clasificacion de las especies se basa en
estudios morfologicos, lo que puede llevar a errores de identificacion, y por consecuencia,
subestimar la diversidad de especies con sus inherentes implicaciones para la conservacion

de la biota. En especial, las regiones tropicales han sido catalogadas como zonas con alta



especiacion criptica, debido principalmente a que las especies que habitan estas zonas estan
implicadas en interacciones intraespecificas especializadas (Bickford et al. 2007). En general,
la especiacion ocurre cuando existe un aislamiento reproductivo parcial o completo de las
poblaciones (Palumbi 1994, Frankham et al. 2002). El aislamiento de las poblaciones puede
estar dado por la presencia de barreras que impidan el flujo genético entre ellas. La
especiacion alopéatrica ha sido considerada como la principal via de especiacion en

organismos tanto marinos como terrestres (Pulay y Meyer 2002).

En este sentido, el océano ha sido considerado como un medio continio sin barreras
biogeograficas que puedan interrumpir el flujo genético, lo cual, aunado a que la mayoria de
los peces marinos presentan una etapa larvaria de tipo pelégica, con una alta capacidad de
dispersion, resultaria en poblaciones genéticamente homogéneas (Palumbi 1994, Muss et al.
2001). Por otra parte, las condiciones ambientales pueden jugar un papel determinante en
posibles eventos de colonizacion y asentamiento de las larvas que han sido capaces de
dispersarse, ya sea en zonas nucleo o nuevas zonas de asentamiento (Bergenius et al. 2005).
Sin embargo, en estudios tanto a gran escala como a escalas regionales, se han descubierto
especies estructuradas geograficamente, lo que evidencia la presencia de barreras al flujo
genético (Nosil y Crespi 2006), explicando dicha estructura mediante aislamiento por distancia
(Duncan 2006), corrientes (Craig et al. 2006), temperatura (Stepien et al. 2001, Henriques et
al. 2016), eventos geoldgicos histéricos (Terry et al. 2000), procesos oceanograficos locales
(Browan 1994), disponibilidad de habitat (Hastings 2000, Szabé et al. 2006), la duracién de la
larva pelagica (Cowen et al. 2005), comportamiento de las larvas (Lecchini 2005) y estrategias

reproductivas (Brogan 1994, Victor y Wellington 2000, Riginos y Victor 2001).



Esto es especialmente importante en regiones como el Pacifico Oriental Tropical (POT), el
cual presenta una alta heterogeneidad de hdabitats y fuerte inestabilidad oceanografica,
permitiendo el desarrollo de procesos evolutivos Unicos, los cuales han generado diversos
patrones de riqueza y abundancia de la comunidad ictica que pueden verse reflejados en
diferencias genéticas entre especies que alli habitan (Terry et al. 2000, Mora y Robertson
2005, Duncan 2006, Craig et al. 2006, Henriques et al. 2016), por otro lado, la evolucion entre
las especies hermanas del POT y del Atlantico Occidental (Aoc), pueden aportar informacion
importante de las interacciones evolutivas entre ambos linajes en espacio y tiempo (Galvan-
Quesada et al. 2016). La region biogeografica del POT esta delimitada al norte desde Bahia
Magdalena en la peninsula de Baja California, incluye todo el Mar de Cortés, México y hacia el
sur hasta Cabo Blanco, al norte de Perqd, incluyendo todas las islas oceénicas (Allen y
Robertson 1998, Zapata y Robertson 2009). La zona costera del POT esté caracterizada por
la existencia de un habitat rocoso continuo, el cual es interrumpido por dos zonas importantes
de arena, fango y manglares, denominadas brecha de Sinaloa (370 Km) y brecha
centroamericana (750 km), asi como la extension de mar abierto, y profundo que comprende
la distancia existente entre el continente y las islas oceéanicas, teniendo la distancia mas
grande para la Isla Clipperon (1300 Km) con respecto a Acapulco, Guerrero y la mas pequefa
para el Archipiélago de Revillagigedo (382.7 Km) con respecto a Cabo San Lucas, Baja

California (Glynn et al. 1996, Glynn y Ault, 2000, Anénimo 2004).

A su vez el POT ha sido dividido en provincias biogeograficas de acuerdo al nivel de
endemismos de cada region, asi como la distribucion de peces, invertebrados y algas
tropicales, sin embargo, el numero y limite de dichas provincias son aun motivo de

controversias. Utilizando como criterio el endemismo de peces costeros y arrecifales, Hubbs
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(1952) y Springer (1959) han reconocido la existencia de tres provincias biogeogréficas,
Mexicana, Panamica y de Cortés, mientras Hastings (2000) incluyen una cuarta provincia, la
de Galdpagos. Por su parte, Walker (1960) propone la existencia de dos provincias, la de
Cortés y Mexicana, mientras que Briggs (1974) no reconoce a la provincia de Cortés como
parte del POT, por lo que reconoce tres provincias, la Mexicana, Panamica y la de Galapagos.
Spalding et al. (2007) propone la existencia de dos provincias, la de Galapagos y la Panamica.
Por ultimo, Robertson y Cramer (2009) proponen la existencia de la provincia de Cortés, la
Panamica y una denominada Islas Oceanicas, que incluye a los cinco grupos principales de

islas Oceéanicas del POT.

En estas regionalizaciones se usaron a los peces como grupo central para su establecimiento,
siendo los peces arrecifales con fuerte asociacion al sustrato, los que han evidenciado de
manera mas clara los limites entre dichas provincias. En este sentido, los peces escorpion del
género Scorpaenodes son un grupo que rednen estas caracteristicas, ya que se encuentran
fuertemente asociados a arrecifes tropicales, ademas de presentar una baja movilidad en su
estadio adulto (Eschmeyer 1969). Son conocidos como peces roca 0 peces escorpion. En
Ameérica se encuentran cinco especies descritas, tres para el Atlantico Occidental (AOc), S.
caribbaeus, S. tredecimspinosus y S. barrybrowni y dos para el POT, S. xyris y S. rubrivinctus,
el primero es de aguas someras y el segundo un pez de profundidad (160 — 400 mts) (Jordan
y Gilbert 1883, Nichols y Murphy 1922, Poss et al. 2010, Baldwin et al. 2016). Scorpaenodes
Xyris es considerada una especie ecolégicamente criptica y de talla pequefia (>14 cm) (Grove
y Lavenberg 1997, Allen y Robertson 1998), con amplia distribucion en el POT (Allen y

Robertson 2015).
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Por lo que, en el presente estudio se analizaron secuencias del gen mitocondrial Citocromo
Oxidasa Sub unidad | (coxl), el gen nuclear rodopsina (rho) y Melanocortin receptor tipo |
(MC1R) en diferentes poblaciones distribuidas en todo el rango de distribucion de S. xyris,
ademas se incluyen las especies de aguas someras del Atlantico con el fin de 1) Elucidar las
relaciones evolutivas entre las poblaciones de S. xyris a lo largo de su distribucién, 2) elucidar
las relaciones evolutivas entre las poblaciones de S. xyris y las especies del Atlantico 3)
describir los procesos biogeograficos histéricos que han contribuido a la distribucion actual de

los linajes genealdgicos y 4) realizar las recomendaciones taxondémicas pertinentes.

Materiales y métodos
Recoleccidon de muestras

Se recolectaron un total de 284 organismos en todo el rango de distribucion de S. xyris. Las
captura de los organismos se realizdé con ayuda de equipo autbnomo SCUBA y con esencia
de clavo como anestésico (Robertson y Smith-Vaniz 2010). Para los analisis genéticos se
obtuvo un trozo de aleta pectoral derecha de cada organismo, las cuales fueron preservadas
en alcohol absoluto grado analitico a -75°C. Los individuos fueron etiquetados y fijados en
formol al 5%, para posteriormente ser identificados, preservados en etanol al 70% e
incorporados a la coleccion de peces de la Facultad de Biologia de la Universidad Michoacana
de San Nicolas de Hidalgo (MICH.-PEC-227-07-09). Se incluyeron 24 muestras procedentes
de la Isla Clipperton, 6 muestras de la especie Scorpaenodes tredecimspinosus y una muestra

de Scorpaenodes caribbaeus proporcionadas por el Smithsonian Institution, Washington D.C.,
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asi como 2 muestras de las Islas Marias - Jalisco proporcionadas por el Scripps Institution of

Oceanography, San Diego, California (Tabla 1).

Extraccion, amplificacion y alineamiento

La extraccion de ADN se llevdo a cabo mediante el método convencional de extraccion
proteinasa K/fenol/cloroformo (Hills et al. 1996). El protocolo de amplificacién de los tres
marcadores se encuentra en el Anexo 1. Con el apoyo de los cromatogramas se corroboré la
secuencia, con el objeto de descartar posibles errores de secuenciacion. El alineamiento de
las secuencias se realiz6 manualmente utilizando el programa MEGA 7.0 (Kumar et al. 2015).
El gen nuclear rho presentd heterocigotos por base puntuada, por lo que se obtuvieron los dos
alelos correspondientes con el algoritmo PHASE v. 2.0 (Stephens y Donelly 2003) con el
programa DNAsp v.5.10 (Librado y Rozas 2009). Para evaluar si los marcadores nucleares
estaban bajo efecto de recombinacion se realizaron las pruebas de recombinacién bajo el
programa Splitstree v.4.14.4 (Huson y Bryant 2006). Para el gen MC1R se encontrd evidencia

de recombinacién (p=0.0021), por lo que este gen fue excluido de los analisis.

Inferencia filogenética y redes de haplotipos

Los modelos evolutivos para cada uno de los genes se obtuvieron mediante el programa
PartitionFinder v. 1.1.0 (Lanfear et al. 2012) mediante el criterio de informacion de Akaike
(AIC). Para la obtencion de las hipotesis filogenéticas se utilizo el método de inferencia
bayesiana (IB) y de Maxima Verosimilitud (MV), con una matriz concatenada (coxl, rho)

usando como grupo interno a todas las especies de Scorpaenodes xyris, S. tredecimspinosus
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y S. caribeus obtenidas en el presente estudio, ademas de las secuencias de S. minor, S.
corallinus y S. guamensis obtenidas de GenBank (Anexo 2). Como grupo externo se incluyé a
Pterois volitans de acuerdo a lo presentado por Lautredou et al. (2013). EI modelo utilizado
para el andlisis de MV fue GTRGAMMA mientras que los modelos seleccionados para el
analisis de IB fueron TN93+I+G para el gen coxl y GTR+I+G para el gen rho. El soporte de los
nodos se evaluo utilizando 1000 réplicas de bootstrap en MV. En el analisis de IB se hicieron
2 simulaciones con 5,000,000 de generaciones y 4 cadenas de Markov, muestreando cada

1000 é&rboles en el portal CIPRES (www.phylo.org) mediante la herramienta MrBayes en

XSEDE (Huelsenbeck et al. 2011). Los valores de SSE fueron corroborados (>200) en el
programa TRACER v.1.6. (Rambaut 2014). De los arboles resultantes se descart6 el 10%
(500) mediante el programa TREEANOTATOR V.1.8.3 (Rambaut y Drummond 2010), y el

arbol consenso fue visualizado en FIGTREE v.1.4.2. (Rambaut 2014).

Se realiz6 una red de haplotipos de cada uno de los genes mediante el método Median
Joining (Bandelt et al. 1999) en el programa Popart 1.7 (Leigh y Bryant 2015). Para las redes
de haplotipos se utilizaron 284 secuencias del gen coxl y para rho se utilizaron los dos alelos
obtenidos, haciendo un total de 274 secuencias pertenecientes a 137 individuos. Debido a la
cercania filogenética y los resultados de los analisis filogenéticos se incluyeron organismos de

las especies S. xyris y S. tredecimspinosus.
indices de diversidad, pruebas de neutralidad y AMOVA

Se obtuvieron los indices de diversidad genética, numero de haplotipos (Hn), diversidad
haplotidica (Hd), diversidad nucleotidica (11; Nei, 1987) y el numero de sitios polimérficos (S),
mediante el programa DNAsp v. 5.10 (Librado y Rozas 2009). Se obtuvieron los analisis de

neutralidad D de Tajima (Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu 1996) con el programa Arlequin 3.5.2.2


http://www.phylo.org/
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(Excoffier y Lische, 2010). Estos andlisis se realizaron para los dos genes y todas las
muestras de S. xyris, asi como para cada una de las provincias biogeograficas de acuerdo a
Hastings (2000) (Mexicana, Panamica, de Cortés y de Galapagos). Aunado a lo anterior, y
dado que en esta regionalizacion del POT el Archipiélago de Revillagigedo y la Isla de
Clipperton no estan representadas, se tomaron cada una como grupos independientes (Tabla

1).

Con el objetivo de encontrar el arreglo que maximice la variacion genética entre y dentro de
las poblaciones, se realiz6 un analisis de varianza molecular (AMOVA) para cada uno de los
marcadores moleculares. Se realizaron tres agrupamientos, el primero tomando en cuenta las
provincias Mexicana, Panamica, de Cortés y de Galdpagos, ademas de las islas del
Archipiélago de Revillagigedo y la Isla de Clipperton. El segundo arreglo esta basado en la
propuesta de Robertson y Cramer (2009), donde reconoce en la parte continental a las
provincias de Cortés y la Panamica, ademas de una provincia llamada islas oceénicas, donde
se incluyen a Revillagigedo, Clipperton y Galapagos. Por Uultimo se realiz6 un tercer

agrupamiento el cual se basoé en los clados recuperados en los andlisis filogenéticos (Tabla 2).

Se calcularon las distancias genéticas medias no corregidas (p-distance) para los dos
marcadores (coxl y rho) mediante el software MEGA 7.0, para evaluar el grado de divergencia
entre las provincias biogeograficas e islas, asi como entre Scorpaenodes xyris y

Scorpaenodes tredecimspinosus (Tabla 3).
Arbol de especies

Se utilizé el modelo bayesiano jerarquico implementado en Beast v.1.8.0 (Heled y Drummond

2010), con la finalidad de establecer si cada uno de los clados recuperados en las inferencias
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filogenéticas podrian representar entidades taxondmicas independientes. Se utilizaron ocho
secuencias por provincias biogeogréficas continentales (de Cortés, Mexicana y Panamica) y
de cada una de las islas oceanicas. Se utilizaron los dos alelos del gen nuclear rho,
reconstruidos por DNAsp v. 5.10. Con el objetivo de poner a prueba a todos los grupos
genéticos encontrados en los analisis previos se realizaron cuatro analisis independientes, 1)
Provincia de Galapagos/ Cortés / Revillagigedo-Clipperton/ Mexicana-Panamica; 2) Provincia
de Galapagos/ Cortés-Revillagigedo-Clipperton/ Mexicana-Pandmica; 3) Provincia de
Galdpagos/ Cortés/ Revillagigedo/ Clippertdn/ Provincias Mexicana — Provincia Panamica y 4)
Provincia de Galdpagos/ Cortés-Revillagigedo/ Clipperton/ Provincias Mexicana — Panamica.
Para ello se utilizaron 90 millones de generaciones muestreando cada 1000 &rboles. Se
evalu6 la convergencia de las cadenas de Markov mediante el programa TRACER V.1.6.
(Rambaut 2014), y se descarté el 10% de las topologias mediante el programa

TREEANOTATOR V.1.8.3 (Rambaut y Drummond 2010).
Tiempos de divergencia

Los tiempos de divergencia se estimaron bajo un modelo de especiacion Birth — Death
Process (Gernhard 2008), utilizando especies del género Scorpaenodes de las cuales se
tenian secuencias asi como especies del género Scorpaena y Pterois (Tabla 1 y Anexo 2). Se
utilizé un reloj molecular relajado no correlacionado y los modelos de evolucién nucleotidica
obtenidos por PartitionFinder v. 1.1.0 (TrN93+I+G para el gen coxl y GTR+I+G para rho).
Como punto de calibraciéon se utilizaron dos foésiles; uno ubicado en la base del género
Scorpaenodes (33.9 — 28.4 Ma, Pauca, 1931) y otro en la base del género Scorpaena (66.0 —
61.6 Ma, Bernecker y Weidlich 1990), utilizando una distribucién lognormal, la cual es utilizada

generalmente para informacion paleontolégica, ya que puede asignar un punto alto de
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probabilidad para la edad nodal, la cual puede ser mayor al fésil mas antiguo (Ho y Phillips
2009). Se utilizaron 10 millones de generaciones, muestreando cada 1000 topologias, se
descart6 el 10% de las topologias mediante el programa TreeAnnotator v.1.8.3 para construir
un arbol consenso. Se utilizd el valor de probabilidades posteriores bajo intervalos de

confianza del 95% (Highest Posterior Density-HPD) para evaluar el soporte de los nodos.

Analisis de areas ancestrales

Se utilizé el arbol fechado previamente obtenido en el software Beast v.1.8.3 (Drummod et al.
2007). En el programa Rasp v.3.1 se realiz6 un analisis de dispersion — extincion —
cladogenesis (DEC) (Yu et al. 2014). Las areas se definieron basados en la regionalizacion
del POT propuesta por Hastings (2000) incluyéndose el Archipiélago de Revillagigedo y la Isla
de Clipperton como unidades independientes, ademas del Atlantico para S. tredecimspinosus
y S. caribbaeus. La areas se codificaron de la manera siguiente (A) provincia Mexicana —
Panamica, (B) Clipperton, (C) provincia de Cortés, (D) provincia de Galapagos, (E)

Revillagigedo, y (F) Atlantico.

Resultados

Se obtuvieron 284 secuencias para la especie Scorpaenodes xyris, seis para S.
tredecimspinosus y una para S. caribeus con una longitud de 592 pares de bases (pb) para el
gen mitocondrial coxl. Las secuencias del gen nuclear rho resultantes de PHASE fueron 272
con una longitud de 694 pb y para el gen MC1R fueron 256 con un tamafio de 722 pb,
mientras que para S. tredecimspinosus se obtuvieron 12 secuencias y dos para S. caribbaeus

resultantes de los alelos obtenidos por DNAsp v. 5.10. Los analisis de recombinacién no
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mostraron evidencia de recombinacion para el gen rho (p=0.4691), por el contrario, en el gen
MC1R se encontré evidencia de recombinacion (p=0.0021), por lo que este gen fue excluido

de los analisis.

Inferencia filogenética

Las relaciones filogenéticas con la matriz concatenada para ambos métodos (IB y MV)
mostraron a la especie Scorpaenodes caribbeus como el grupo hermano de las especies S.
xyris y S. tredecimspinosus (Figura 1). Entre estas ultimas, se muestra la formacion de tres
clados independientes, el clado A congrega a los organismos de S. tredecimspinosus, el clado
B agrupa a los organismos de S. xyris de las provincias Mexicana y Panamica y el clado C
agrupa a los individuos de S. xyris de las Islas Oceanicas y de la provincia de Cortés, sin
embargo las relaciones entre estos clados no fueron resueltas. El clado de las Islas Oceanicas
y de la provincia de Cortés a su vez se subdivide en dos subclados, uno que agrupa los
organismos del Archipiélago de las Galapagos (Scl) y otro que agrupa a los organismos de la
provincia de Cortés, el Archipiélago de Revillagigedo y Clipperton (Scll), en este ultimo se

observa cierto grado de segregacion de los especimenes por region.

Red de haplotipos

Para el gen mitocondrial se muestran cinco haplogrupos separados por 10 a 42 pasos
mutacionales. El haplogrupo | (Hgl) esta representado por los organismos recolectados en las
islas del Archipiélago de Galapagos, el cual esta separado del Hgll por 13 pasos
mutacionales. El haplogrupo Hgll esta representado por organismos recolectados en las islas
del Archipiélago de Revillagigedo y la provincia de Cortes, mas dos organismos de las Islas

Clipperton y dos de la provincia Panamica, ademéas, aunque se observa una marcada
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segregacion entre los organismos recolectados en el Archipiélago de Revillagigedo y la
provincia de Cortés, existe algunos individuos recolectados en la provincia de Cortés que
comparten los haplotipos centrales de los organismos recolectados en el Archipiélago de
Revillagigedo. EI Hgll se separa por 10 pasos mutacionales del Hglll, que agrupa la mayoria
de las muestras recolectadas en la isla Clipperton. A su vez, el Hgll se separa por 42 pasos
mutacionales del HglV el cual agrupa a los individuos procedentes de las provincias Mexicana
y Panadmica, ademas de 2 de Revillagigedo y 3 de la provincia de Cortés. El HglV a su vez
esta separado por 37 pasos mutacionales del HgV, dicho haplogrupo agrupa a los individuos

de la especie hermana del Atlantico Scorpeanodes tredecimspinosus (Figura 2).

Para el gen nuclear rho los organismos de la Isla Clipperton forma un grupo genético con un
anico haplotipo (Hglll), el cual incluye un organismo de Galapagos y uno de Revillagigedo,
este estd separado por dos pasos mutacionales de dos haplotipos que incluye a los
organismos recolectados en las Islas Revillagigedo y dos haplotipos de la provincia de Cortés,
gue forman parte del Hgll en la red de coxl. Este se separa por cinco pasos mutacionales de
un haplogrupo que contienen a los organismos recolectados en el Archipiélago de las
Galapagos (Hgl) y la provincia de Cortés (Hgll), en este haplogrupo se muestra la separacion
de cortés con respecto a Galapagos por dos pasos mutacionales. Este Ultimo esta4 separado
por cuatro pasos mutacionales del HgV, conformado por los organismos de la especie
Scorpaenodes tredecimspinosus, el cual no comparte haplotipos con ningun otro. De igual
forma se separa por dos pasos mutacionales del HglV, que incluye organismos de la
provincia de Mexicana y Panamica, ademas de incluir organismos de las Islas Revillagigedo y

provincia de Cortés (Fig. 3).
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indices de diversidad, pruebas de neutralidad y AMOVA

Las diversidades globales para coxl / rho fue una diversidad haplotipica alta (Hd=0.095/0.912)
y una diversidad nucleotidica baja (11 =0.0471/0.5432). La prueba de neutralidad de Fs de Fu
arroj0 valores negativos y significativos para coxl y rho respectivamente (-23.4053* / -
24.8336%). La prueba de D’'Tajima arrojé un valor positivo y no significativo para coxl (1.6396),

contrario a rho donde se obtuvo un valor negativo y no significativo (-0.5432).

En las diversidades genéticas para coxl, la menor diversidad haplotipica y nucleotidica se
obtuvo para los organismos recolectados en la provincia de Cortés (0.335 — 0.0008) y las mas
altas para la provincia Mexicana (0.955 — 0.0058). Para rho se encontrd la menor diversidad
haplotipica y nucleotidica para Revillagigedo (Hd=0.312 y m=0.0009) mientras que la mayor
diversidad haplotipica se encontrd en la provincia de Galapagos (0.814) y la mayor diversidad
nucleotidica para la provincia Panamica (0.0024). Para la isla Clipperton no se calcularon los
indices de diversidad genética debido a la presencia de un Unico haplotipo. La D de Tajima y
F de Fu para los dos marcadores mostraron en su mayoria valores negativos y significativos

(Tabla 1).

Para cada marcador se encontr6 el mayor porcentaje de varianza molecular entre grupos para
todos los agrupamientos analizados, sin embargo, el agrupamiento basado en Hastings
(2000) y modificado en el presente trabajo al incluir las dos Islas oceénicas no incluidas por
este autor (Cortés/ Revillagigedo/ Mexicana/ Panamica/ Galapagos/ Clipperton) fue en donde

se encontro el mayor porcentaje de la variacion (¢ctcoxi=93.74, y ¢ctino =81.18) (Tabla 2).

La distancia genética mas alta con coxl fue para Clado A (S. tredecimspinosus) vs Clado C

(Provincias de Galapagos, Cortés, e islas Revillagigedo y Clipperton) (9.0%) y la mas baja
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entre el clado A (Provincias Mexicana y Panamica) y B (S. tredecimspinosus) (7.0%). En rho
la distancia genética mas alta para Clado A vs Clado C (1.1%) y la mas baja entre los clados

Ay B la distancia fue de 0.9%.

Las distancias genéticas mas altas para coxl en la comparacion entre las regiones analizadas
fueron, la méas alta de 9.4% en la comparacion de S. tredecimspinosus respecto a Galapagos
y la mas baja de 0.3% entre la provincia de Cortés respecto a Revillagigedo. En rho la
distancia mas alta fue de 1.4% para las provincias Pandmica — Mexicana respecto a
Revillagigedo asi como para Clipperton, y la mas baja fue de 0.2% en la comparacion entre
provincia Pandmica y Mexicana. Las comparaciones entre S. tredecimspinosus y la mayoria
de las poblaciones de S. xyris mostraron valores mas bajos o iguales que en muchas de las

comparaciones entre grupos dentro de X. xyris (Tabla 3).
Arbol de especies

De los cuatro andlisis realizados, el andlisis que maximiz6 el nimero de especies con
probabilidades posteriores superiores a 295 fue el agrupamiento nimero 4 (pp 295 en todos
los nodos), siendo la hipotesis de que S. xyris representara cuatro posibles especies
(Galapagosi/ Cortés-Revillegigedo2/ Clippertons/ Mexicana — Panamicas) (Figura 4; los

agrupamientos I, Il y 1ll se muestran en el Anexo 3).

Tiempos de divergencia y areas ancestrales

El analisis biogeografico DEC para la especie S. tredecimspinosus sugiere como areas
ancestrales (AF) a la provincia Mexicana — Atlantico (57.09%; nodo 406). Se sugiere un

evento de dispersion hacia la provincia de Galapagos y posterior, un evento vicariante que
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separo a la especie S. tredecimspinosus de las provincias Mexicana — Panamica y Galapagos
(pp= 0.28) hace 11.95 Ma (PHD 95% 7.64 — 16.62). En el nodo 394 las areas ancestrales de
la especie S. xyris fueron (AD) provincias Mexicana — Panamica y Galapagos (49.98%). Se
sugiere un evento de dispersion y uno de vicarianza (pp= 0.24); el evento de dispersion fue
hacia la provincia de Cortés, y por ultimo un evento vicariante que separo a las provincias
Mexicana — Panamica de Cortés y Galapagos hace 8.9 Ma (PHD 95% 5.49 — 12.91). Para el
nodo 393 las areas ancestrales fueron (CD) las provincias de Cortés — Galdpagos (49.99%),
se sugieren un evento de dispersién hacia Clipperton y uno de vicarianza (pp=0.25) hace 5.0
Ma (PHD 95% 2.78 — 7.99) el cual separd a la provincia de Galadpagos de la provincia de
Cortés y Clipperton. En la separacion de la provincia de Cortés hace 2.60 Ma (95% PHD 1.31
— 4.37) el andlisis biogeografico sugiere un evento de dispersién hacia Revillagigedo (pp=
0.50) a partir de las areas ancestrales (BC) Clipperton — provincia de Cortés (50.00%) y un
evento vicariante que separ6 a la provincia de Cortés respecto a Revillagigedo — Clipperton;
esto se puede apreciar en el nodo 363. Por ultimo, en el nodo 362 ocurrié un evento de
vicarianza que separo a Clipperton de Revillagigedo hace 1.8 Ma (95 % PHD 0.94 — 3.00). Los

resultados del analisis biogeograficos pueden apreciarse en las Figuras 5 y 6.

Discusion

Conocer la historia evolutiva de las especies es un paso fundamental para entender los
eventos biogeograficos que han conformado la diversidad bioldgica de una regién y con ello
los patrones de especiacion (Bernatchez 2001). La trayectoria evolutiva de las especies puede
ser influida por caracteristicas bidticas (e.g. ecoldgicas) y abidticas (e.g. geoldgicas), las

cuales ejercen una presion diferencial que pueden influir de manera particular a cada especie,

dando lugar a procesos evolutivos Unicos, o bien, influir de la misma manera a varias
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especies, lo cual generaria patrones en la historia biogeografica de una region y su biota (Paz

et al. 2015, Galvan-Quesada et al. 2016).

En este sentido, la compleja historia evolutiva encontrada en las poblaciones de
Scorpaenodes xyris y su relacion con la especie Scorpaenodes tredecimspinosus, denotan la
complejidad oceanografica del POT y el Atlantico, lo cual, aunado a las caracteristicas
biologicas y ecoldgicas de las especies bajo estudio, ha promovido diferentes eventos de

dispersion y vicarianza mediados por procesos biéticos y abidticos.
Historia evolutiva y biogeografia entre Atlantico — Pacifico

La relacion entre las especies hermanas del POT y AOc sigue siendo un tema de debate, ya
gue se han reportado diferentes tiempos de divergencia entre especies hermana influidas por
un mismo evento biogeogréfico, la formacion del istmo de Panama (Lessios, 2008). Para el
grupo de estudio, a pesar de que los arboles filogenéticos no mostraron una resolucion en la
parte basal y las relaciones de las poblaciones de S. xyris y S. tredecimspinosus no se
resuelven, el arbol filogenético y el arbol obtenido a partir del reloj molecular muestran la
formacion de tres clados principales (Figuras 1 y 5), uno correspondiente a la especies S.
tredecimspinosus, otro que agrupa a las poblaciones de la provincias continentales Panamica
y Mexicana y el resto que agrupa a los organismos de las Islas Galapagos, Clipperton y
Revillagigedo ademés de las poblaciones del Golfo de California. Estas diferencias pueden
atribuirse a la aparente radiacion simultanea ocurrida en el origen de los grupos, lo cual es
soportado por las distancias genéticas y pasos mutacionales similares obtenidos entre los tres
grupos (Fig. 2), asi como las ubicacién del haplogrupo de S. tredecimspinosus obtenida en el

gen nuclear (Fig.3).
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Por su parte, el analisis biogeografico DEC sugiere que las areas de distribucién para el
ancestro de Scorpaenodes tredecimspinosus y S. xyris fueron provincia Mexicana-Panamica y
Atlantico (AF). A partir de esta area ancestral (AF) ocurrié un evento de dispersion hacia la
provincia de Galapagos y posteriormente, este ancestro experimenté un evento vicariante
fechado en aproximadamente 11.95 Ma (PHD 95% 7.64 — 16.62 Figuras 5 y 6). El evento de
dispersion hacia Galdpagos fue posiblemente influenciado por la Contracorriente
Norecuatorial (Kamikuri et al. 2009), dicha corriente fluye de oeste a este y se considera fue
favorecida e intensificada hace 10.6 Ma por la influencia del cierre parcial de la via maritima
de indonesia (Kamikuri et al 2009), por lo que, dicha corriente pudo trasladar individuos hacia
Galapagos. El cierre del Istmo de Panam& parece haber influido en la separacion de la
especie S. tredecimspinosus en el Atlantico y al ancestro de las poblaciones de S. xyris en el
POT. EIl levantamiento gradual del istmo de Panam& se ha calculado ocurri6 durante los
ultimos 24Ma, el inicio del cierre final del Istmo se calcula hace 12 a 10 Ma, mientras que el
intercambio masivo de agua interoceanica entre el POT y el AOc parece haber cesado hace
9.2 a 4 Ma (Shneider y Schmittner, 2003; Lear et al., 2003; Lessios 2008; Bacon et al., 2015;
Montes et al., 2015; O'Dea et al., 2016). Las distancias genéticas encontradas para especies
geminadas de gasterépodos, equinodermos y peces van de 1.3% a 27.5% en el gen coxl. Sin
embargo, para las especies asociadas a arrecifes, las divergencias genéticas generalmente
varian de 3 a 12% (Lessios 2008). Por su parte la separacion entre especies arrecifales
geminadas ha sido fechada entre 10 y 6 Ma (Cunningham y Collins 1994, Marko 2002, Marko
y Moran 2009 y Lessios 2015; Bacon et al., 2015). Por lo que, las distancias genéticas con
coxl/rho (7.0% / 0.9%) y tiempos de divergencia encontrados para la separacion de S.

tredecimspinosus y S. xyris (media: 12Ma; PHD 95% 7.6 — 16.6), caen dentro de los rangos



24

de otras especies geminadas (Bacon et al., 2015) y dentro de lo que se sabe para el cierre del

estrecho de Panama.

Evolucion y biogeografia de S. xyris

La heterogeneidad de hébitat y la inestable dinAmica oceanografica dentro del POT ha
permitido el desarrollo de procesos evolutivos Unicos en la biota, los cuales incluyen procesos
de dispersion y vicarianza en diferentes grupos de organismos (Hurtado et al. 2007, Duda y
Lessios 2009), incluyendo peces (Stepien et al. 2001, Szabd et al. 2014, Henriques et al.

2016), procesos que han sido poco estudiados y comprendidos.

En el caso de S. xyris, una vez aislado el ancestro de los diferentes grupos genéticos dentro
del POT, el andlisis biogeografico sugiere en el nodo 394 una area ancestral compuesta por
las provincias Mexicana - Panamica y Galapagos (AD), en dicho nodo se sugiere un evento de
dispersion hacia la provincia de Cortés para posteriormente suceder un evento vicariante que
separaria al ancestro de las provincias de Cortés — Galapagos (CD) de las provincias
Mexicana - Panamica hace 8.9 Ma (PHD 95% 5.54 — 12.91 Figuras 5 y 6). Este evento de
dispersion y posterior vicarianza pudo estar influido por el cambio de corrientes dentro del
POT una vez que se interrumpio el paso de grandes masas de agua entre el AOc y el POT
hace aproximadamente 9 a 4 MA (Shneider y Schmittner, 2003; Lear et al., 2003; Montes et
al., 2015; O'Dea et al., 2016). La dispersion ocurrida hacia la provincia de Cortés parece
haber ocurrido durante la formacion del Protogolfo de California, el cual inicio su formacion en
ca. 11.2 Ma (Helenes 2009) y a la influencia de una Contracorriente Norecuatorial fortalecida y
a condiciones similares al evento del Nifio moderno calculados en 9.8 — 4.2 Ma (Kamikuri et
al. 2009). Tiempos de divergencia entre 16 — 10 Ma han sido registrado para gobios que

habitan el Golfo de California (Ellingson 2014), asociandolos a una costa del pacifico con
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condiciones calidas y que incursionaron al abrirse el golfo a través de una via maritima que
conectaba al Pacifico con el Golfo de California; de esta misma manera pudo haber ocurrido
con el evento de dispersion de la especie S. xyris en el nodo 394. El evento vicariante fechado
en hace 8.9 Ma (PHD 95% 5.54 — 12.91) exceden los datos geoldgicos para la formacién de
las islas Galapagos actualmente emergidas, calculados entre 3 y 6 Ma (Geist et al., 1985;
Hickman y Lipps, 1985; et al., 1993; Geist, 1996), sin embargo concuerdan con los tiempos de
divergencia obtenidos con datos moleculares para especies endémicas de insectos y reptiles
de las Galapagos (Wright, 1983; Lopez et al., 1992; Rassmann, 1997; Caccone et al. 1999;
Sequeira et al., 2000). Estas discrepancias entre los datos moleculares y los fechamientos de
las islas emergidas ha sido explicado mediante la existencia de islas mas antiguas que
desaparecieron bajo las aguas oceénicas, formando actualmente montes subacuaticos con
edades que superan los 11 Ma (Christie et al. 1992, Werner et al. 1999, Neall y Trewick 2008),
estas islas antiguas o montes subacuaticos pudieron servir como zonas de colonizacion por el

ancestro del clado C de S. xyris.

Posterior al aislamiento del ancestro del clado C, en Galdpagos y Cortés, el analisis DEC
sugiere un evento de dispersion hacia Clipperton el cual concuerda con la formacion de la isla
en el Mioceno (Fairbridge 1975), y un posterior evento de vicarianza que separaria a
Galapagos del ancestro Clipperton — Cortés (BC nodo 393), dicho eventos fue fechado en
5.07 Ma (PHD 95% 2.78 — 7.99 Figs. 5 y 6). Este evento de dispersion y posterior vicarianza
pudo deberse a la aparicion de condiciones similares al evento del Nifio actual, el cual
permanecio en un estado “permanente” durante el Mioceno tardio al Plioceno (9.8 — 4.2 Ma
Kamikiri et al. 2009). Fendmenos del Nifio han sido asociados a la expansion del rango de

distribucion de peces, lo cual provoca eventos de colonizacién en zonas fuera de su rango de
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distribucion (Chirichigno y Velez 1998, Love et al. 2005, Robertson y Cramer 2009). El evento
de vicarianza que separ6 a Galapagos de Cortés - Clipperton pudo estar influido por la
desaparicion de este fendmeno “permanente del nifio hace ca. 4.2 Ma y el establecimiento de
las condiciones actuales de circulacién oceéanica dentro del POT (Kamikuri et al. 2009), asi
como por una reduccion en los fendmenos de surgencia en el Océano Pacifico,
inestabilidades en las corrientes marinas, en conjunto al progresivo cambio de las
temperaturas calidas oceanicas a aguas frias, lo cual pudo provocar el aislamiento entre

poblaciones (Filippelli et al. 2009, Dowsett et al. 2009).

Las glaciaciones ocurridas durante el Plioceno en conjunto con variables zonales, pueden ser
consideradas como factores que impulsen la divergencia de linajes. El evento de vicarianza
post dispersién que separaria a Cortés del ancestro de las islas Clipperton y Revillagigedo
hace 2.60 Ma (95% HDP: 1.31 — 4.37 Ma) en el nodo 363 (Figuras 5 y 6), concuerda con el
cambio de temperaturas del agua superficial y la presencia de las corrientes marinas que se
encuentran actualmente, como lo es la corriente de California. Primeramente, debido a que ya
se habian establecido las condiciones oceanogréficas modernas en el POT hace 4.2 Ma
(Kamikuri et al. 2009), el evento de dispersion hacia las islas Revillagigedo debi6 deberse al
posible transporte de individuos a través de la corriente de California. El evento de vicarianza
estaria relacionado con el cambio abrupto en las temperaturas superficiales de calidas a frias
(Dolby et al. 2015) que posteriormente produciria eventos de Glaciacion (Lawrence et al.
2006, Dolby et al. 2015), en conjunto con las condiciones propias del Golfo de California (8 — 6
Ma) consolidado, asi como una barrera térmica presente en la boca del Golfo (Terry et al.
2000). Un trabajo previo donde se ha reportado la hipotesis sobre barreras térmicas es el

realizado por Stepien et al. (2001) con las especies Paralabrax maculatofasciatus y
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Paralabrax nebulifer, donde la separacion entre ambas especies fue producto de diferencias
en las temperaturas dentro y fuera del Golfo de California, de la misma manera que se sugiere

ocurrio con el grupo genético del Golfo de California respecto a Clipperton — Revillagigedo.

Un ultimo proceso biogeografico fue un evento de vicarianza entre Cliperton y Revillagigdeo,
fechado hace 1.83 Ma (95% HDP: 0.94 — 3.00 Ma Figuras 5 y 6). La formacién de las Islas
Revillagigedo estan ubicadas en el Plioceno para Isla Clarion y el Pleistoceno para la Isla
Socorro (Brattstrom 1990). Por lo que los rangos en el que fue fechado el evento se ubican
dentro del rango de formacién del archipiélago. Este mismo patron lo presentan las especies
hermanas Epinephelus clippertonensis y Epinephelus labriformis, en donde se sugiere que los
patrones de corrientes marinas locales mantienen aisladas a las poblaciones de E.

clippertonensis (Craig et al. 2006).

Eventos recientes de dispersion

Los resultados negativos para D de Tajima en las pruebas de neutralidad en los dos
marcadores es indicio de un exceso de polimorfismos de baja frecuencia, lo que sugieren
eventos de expansion poblacional posteriores a cuellos de botellas historicos, esto es
congruente con los valores altos de diversidad haplotipica y bajos de diversidad nucleotidica
(Tabla 2), asi como la forma de estrella en la mayoria de los haplogrupos en la red con el gen
cytb (Fig 2). Estos eventos de expansion poblacional pueden deberse a dos causas, 1) el
caracter oceanico de las Islas, lo cual determinan que su colonizacién se debié a un efecto
fundador y su posible expansion poblacional posterior y 2) el efecto de las glaciaciones en las
variaciones en el nivel del mar, lo que ha provocado que la gran mayoria de las especies
arrecifales muestren estos fenomenos de cuellos de botella con expansion poblacional

(Fauvelot et al., 2003, Craig et al., 2007; Klanten et al., 2007).
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Por otro lado, la mezcla de organismos entre grupos genéticos y provincias puede deberse a
la dispersién e incorporacién de migrantes entre haplogrupos (Figuras 2 y 3), salvo con las
Islas Galadpagos, poblaciones que no presentan mezcla entre provincias. Esto puede
explicarse por la influencia que el fendbmeno del Nifio tiene en la distribucion de peces
costeros, ya que estos pueden expandir considerablemente sus rangos de distribucion, esto
debido a inestabilidades en las corrientes marinas y al aumento de la temperatura durante
este fendbmeno (Chirichigno y Velez 1998, Love et al. 2005, Robertson y Cramer 2009).
Incluso se ha documentado la presencia de Scorpaenodes xyris durante eventos Nifio en las
islas que se encuentran del lado del pacifico en la peninsula de Baja California, al norte de su
distribucion natural (Pondella et al. 2005, Reyes-Bonilla et al. 2010). En este sentido, todos los
organismos que fueron colectados en regiones diferentes a las que est4d asociado
genéticamente fueron recolectados en el 2015, afio en el que se presentd un intenso
fenémeno del Nifio, por lo que la idea de que un evento del Nifio pudiera influir en la

dispersion hacia diferentes provincias se soporta con los datos aqui presentados.

Por otro lado, tanto rho como coxl muestran la formacion de un Unico haplogrupo en las
poblaciones de la provincia Panamica y Mexicana, con una mezcla de haplotipos entre los
individuos, este tipo de patrén es similar al que presentan las especies Ophioblennius
steindachneri (Muss et al. 2001), Holocanthus passer y Abudefduf troschelii (Bernardi et al.
2014) en el cual encuentran que a lo largo de POT, estas especies no presentan una
estructura filogeografica, a pesar de la presencia de barreras fisicas como lo son la
discontinuidad de habitat que representa las brechas Centroamericana y de Sinaloa, teniendo

asi un alto potencial de dispersion (Figuras 2 y 3). Por ultimo, en las distancias genéticas
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(Tabla 3) se puede apreciar la distancia mas pequefia entre la provincia de cortés con

respecto a Revillagigedo (0.3% coxl y 0.02% rho).

Implicaciones taxonémicas

El reconocimiento de especies taxonémicamente cripticas ha sido de vital importancia para el
conocimiento de la riqgueza real de especies en una area o region biogeografica, ademas de
proveer informacion acerca de los posibles eventos evolutivos dentro de un especie (Craig et
al. 2006, Poss et al. 2010, Henriques et al. 2016, Baldwin et al. 2016, Motomura y Kanade

2015).

El andlisis de arbol de especie soporta la presencia de cuatro grupos genéticos bien
diferenciados (Provincia de Galapagosi/ Cortés-Revillagigedoz /Clippertons /provincias
Mexicana-Panamicas; Fig. 4). En todos los analisis realizados estos cuatro grupos genéticos
estan bien diferenciados (Figs. 1 a 5), con divergencias genéticas por arriba del 2% para el
marcador COI (Tabla 3), lo que superan el porcentaje de diferencias genéticas promedio entre
especies hermanas de vertebrados reportado por Keith et al. (2011) para el gen coxl. Sin
embargo el marcado nuclear no soporta algunas de estas relaciones, lo cual puede ser
atribuido a la tasa de evolucion mas lenta de los marcadores nucleares con respecto a los

mitocondriales.

Estos resultados sugieren que Scorpaenodes xyris represanta un complejo de 4 linajes
evolutivos independientes. La localidad tipo de S. xyris es Cabo San Lucas (Jordan y Gilbert

1882), por lo que Galapagos, provincias Mexicana — Panamica y Clipperton se puede
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reconocer como un complejo de especies aun no descritas, por lo que se sugiere gue eso se

corrobore con datos morfologicos y meristicos (Bernal-Herndndez en preparacion).

Conclusiones

Este trabajo es el primero con un muestreo tan amplio y representativo para una especie
distribuido a lo largo del POT. De igual forma es el primero en encontrar eventos de
divergencia profundas en poblaciones de diferentes regiones dentro del POT (Bellwood et al.
2010, Frédérich et al. 2012, Santini et al. 2013, Hodge et al. 2014, Galvan-Quesada et al.
2016). Los multiples eventos de dispersion y vicarianza — cladogenésis que llevaron a la
separacion de los grupos genéticos encontrados concuerdan con eventos geoldgicos y
oceanogréficos histéricos, como lo son la formacién paulatina de un istmo de Panama, la
formacion del Archipiélago de las Galadpagos, la formacion de las islas Revillagigedo y
Clipperton, la consolidacion del golfo de California y el cambio en los patrones de corrientes
asociados el cierre del istmo de Panama. Los diferentes analisis demuestran la presencia de
cuatro linajes altamente divergentes en Scorpaenodes Xxyris y soportan la relacion geminada
con S. tredecimspinosus del Atlantico, por lo que se sugiere la presencia de un complejo de

especies dentro de S. xyris.
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Contenido

Tabla 1. Localidades de colecta y numero de secuencias. Se muestran los nombres de las
localidades de colecta, el lugar de su procedencia y sus coordenadas geograficas. Se
muestran el nimero de secuencias obtenidas por gen, en el caso de rho se muestran los dos
alelos obtenidos por el algoritmo PHASE.

Especie Dependencia Localidad Pais coxl rho Latitud Longitud
S. xyris UMSNH Punta Diablo, México 20 4 24.3126 -110.33
Baja California Sur
S. xyris UMSNH Isla Catalana, México 2 4 25.6631 -110.8072
Baja California Sur
S. xyris UMSNH San Francisquito, México 1 4 24.8214 -110.5736
Baja California Sur
S. xyris UMSNH Isla Gaviotas, México 4 6 24.2852 -110.3414
Baja California Sur
S. xyris UMSNH Santa Inés, México 5 0 27.033  -111.9136
Baja California Sur
S. xyris UMSNH Punta Pulpito, México 3 2 26.5145 -111.4431
Baja California Sur
S. xyris UMSNH Isla Tiburén, Sonora México 9 10 28.7587 -112.3565
S. xyris UMSNH El Peruano, Sonora México 3 2 27.9098 -110.9706
S. xyris UMSNH Las Gringas, Sonora México 8 4 27.8854 -110.9549
S. xyris UMSNH Isla Socorro, Colima México 15 16 18.7254  -80.7885
S. xyris UMSNH Isla Clarion, Colima México 27 30 18.3445 -114.7576
S. xyris UMSNH Punta Carrizales, México 5 6 19.1057 -104.3962
Colima
S. xyris UMSNH La Privada, México 7 4  18.6041 -103.7079

Michoacan
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S. xyris UMSNH Zapote de Madero, México 18.3524  -103.5218
Michoacan
S. xyris UMSNH Barco Hundido, México 18.3526  -103.5219
Michoacéan
S. xyris UMSNH Cuilala, Michoacan México 18.1891  -103.103
Especie Dependencia Localidad Pais Latitud Longitud
S. xyris UMSNH Caleta de Chon, México 17.6147  -101.556
Guerrero
S. xyris UMSNH Manzanillo, Guerrero México 17.6202 -101.5248
S. xyris UMSNH Bajos de Teolan, México 18.0594 -102.7408
Guerrero
S. xyris UMSNH La Virgen, Guerrero México 17.6516 -101.6043
S. xyris UMSNH Las Gatas, Guerrero México 17.622 -101.5519
S. xyris UMSNH Morros del Potosi México 17.5341 -101.4973
Guerrero
S. xyris UMSNH Zacatoso, Guerrero México 17.6539 -101.6223
S. xyris UMSNH Tijera, Oaxaca México 15.6871 -96.4411
S. xyris UMSNH Estacahuite, Oaxaca México 15.668 -96.4816
S. xyris UMSNH Bahia San Agustin, México 15.6883  -96.2365
Oaxaca
S. xyris UMSNH Riscalillo, Oaxaca México 15.6959  -96.2239
S. xyris UMSNH Isla Blanca, Oaxaca México 15.9404  -95.5736
S. xyris UMSNH Punta Chahue, México 15.7527 -96.1242
Oaxaca
S. xyris UMSNH La Boquilla, Oaxaca México 15.6819  -96.4654
S. xyris UMSNH Punta Maguey, México 15.7292  -96.1456
Oaxaca
S. xyris UMSNH El Acuario los El Salvador 13.5308 -110.5736
Cobanos, Acajutla
S. xyris UMSNH La Pared, Acajutla El Salvador 13.5386  -89.8466
S. xyris UMSNH Las cruces, Acajutla El Salvador 13.5407 -110.3374
S. xyris UMSNH Isla del Cafio, Costa Rica 8.6984 -84.1657

Reserva Biolégica
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Isla del Cafio
S. xyris UMSNH Parque Marino Costa Rica 7 4 9.1116  -114.7102
Ballena, Canton de
Osa
S. xyris UMSNH Isla Larga, Parque Costa Rica 4 2 9.3813  -114.7317
Nacional Manuel
Antonio
Especie Dependencia Localidad Pais coxl rho Latitud Longitud
S. xyris UMSNH Los Frailes, Panamé 10 8 7.3476 -80.1365
Provincia los Santos
S. xyris UMSNH Los Longos, Panamé 8 8 7.4779 -79.9928
Provincia los Santos
S. xyris UMSNH Isla de la Plata, Ecuador 5 4 -1.284 -81.05
Puerto Lépez
S. xyris UMSNH Isla Salango, Ecuador 3 6 -1.592 -81.0723
Puerto Lépez
S. xyris UMSNH El Pelado, Santa Ecuador 6 8 -1.9354 -80.8633
Elena
S. xyris UMSNH La pared del viejo, Ecuador 3 2 -1.9344 -80.7889
Santa Elena
S. xyris UMSNH Isla Espafiola, Ecuador 4 6 -1.3475 -89.6352
Archipiélago de las
Galdpagos
S. xyris UMSNH Isla Isabela, Ecuador 9 12 -0.1925 -91.3872
Archipiélago de las
Galapagos
S. xyris UMSNH Isla San Cristobal, Ecuador 7 6 -0.8924 -89.6136
Archipiélago de las
Galdpagos
S. xyris UMSNH Isla Santa Fe, Ecuador 3 6 -0.8062 -90.0335
Archipiélago de las
Galdpagos
S. xyris UMSNH Islote Mosquera, Ecuador 4 2 -0.4047 -90.2756
Archipiélago de las
Galapagos
S. xyris UMSNH Isla Santa Cruz, Ecuador 2 4 -0.7659 -90.4121
Archipiélago de las
Galapagos
S. xyris UMSNH Isla Fernandina, Ecuador 1 0 -0.2995 -91.4056

Archipiélago de las
Galdpagos
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S. xyris UMSNH Isla Clipperton Francia 18 36 10.304 -109.218
S. xyris Scripps Islas Marias, Nayarit México 2 0
S. tredecimspinosus Smithsonian Blue bay, Antillas Curacao 1 2 12.1325 -68.985
Leeward
S. tredecimspinosus Smithsonian Belize Belize 1 2 16.7718  -88.1117
Especie Dependencia Localidad Pais coxl rho Latitud Longitud
S. caribbaeus Smithsonian Whale Shoals, South Belize 1 2 16.7598  -88.0761
Cut
Pterois volitans UMSNH Puerto Morelos, México 1 2 20.8668  -86.8673

Quintana Roo
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Tabla 2. Diversidades genéticas para los dos marcadores (coxl y rho) y pruebas de
neutralidad. Numero de muestra (N), sitios segregantes (S), numero de haplotipos (h),
diversidad haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (11). Valores altos y bajos de diversidad
haplotipica y nucleotidica se muestran en negritas, mientras que los valores que mostraron
significancia en las pruebas de neutralidad se representan con un asterisco.

Provincias e N S h Hd ™ D’Tajima FsdeFu
Islas

Coxl
Cortés 51 7 9 0.335 0.0008 -1.7905* -8.0106
Revillagigedo 45 14 13 0.739 0.0019 -1.9629* -9.1572*
Mexicana 65 53 46 0.955 0.0058 -2.2672* -26.1779*
Panamica 71 41 34 0.893 0.0045 -2.2199* -26.6479*
Galapagos 30 24 20 0.894 0.0042 -2.0920* -17.8541*
Isla Clipperton 16 8 6 0.817 0.0035 -0.4649 -0.5579
Total 284 114 116 0.095 0.0471 1.6396 -23.4053*
Rho
Cortés 25 8 8 0.677 0.0021 -0.1731 -2.8150*
Revillagigedo 44 10 3 0.312 0.0009 -2.0582* 0.9846
Mexicana 64 20 22 0.814 0.0022 -1.9420* -20.1808*
Panamica 66 19 21 0.809 0.0024 -1.7589* -16.8336*
Galapagos 37 6 12 0.817 0.0019 -0.1282 -7.1648*
Isla Clipperton 36 0 1 0.000 0.0000 0.0000 0.0000
Total 274 42 56 0.912 0.0079 -0.5432 -24.8336*
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Tabla 3. Analisis de AMOVA entre poblaciones de Scorpaenodes xyris con base en las
propuestas de regionalizaciéon del POT. Se muestran con asterisco los valores que fueron
significativos en los indices de fijacion, mientras que en negritas se muestran los valores mas
altos de porcentaje de varianza molecular.

Entre Entre Entre
Provincias et dsc st grupos poblaciones poblaciones
dentro de
los grupos

Modificacion de
Hastings (2000)
Cortés coxl
Revillagigedo *0.93742 0.00328 *0.93763 93.74 0.02 6.24
Mexicana rho
Panamica *0.81182 0.02365 *0.81627 81.18 0.45 18.37
Galapagos
Clipperton
Robertson y Cramer coxl

(2009) *0.85464 *0.65081 *0.94924  85.46 9.46 5.08
Islas oceanicas rho
Mexicana/Panamica *0.62285 *0.58834 *0.84474 62.29 22.19 15.53
Grupos genéticos coxl
Cortés/Revillagigedo/ | *0.91964 *0.41546 *0.95303 91.96 3.34 4.70
Clipperton
Mexicana/Panamica rho
Galapagos *0.64522 *0.55658 *0.84268 64.52 19.75 15.73
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Tabla 4. Distancias p no corregidas con coxl y rho en porcentaje. Se muestran en negritas el
valor més alto y el mas bajo encontrados. Por arriba de la diagonal se muestran los errores

standard.

Provincias e Cortés Revillagigedo Mexicana Panamica Galapagos Clipperton S.
islas tredecimspinosus
coxl

Cortés 0.2 1.1 1.1 0.7 0.6 1.1
Revillagigedo 0.3 1.1 1.1 0.7 0.5 1.1
Mexicana 8.9 8.7 0.1 1.1 1.1 1.0
Panamica 8.9 8.7 0.5 1.1 1.1 1.0
Galapagos 3.3 3.1 8.2 8.2 0.8 1.1
Clipperton 2.1 2.0 8.7 8.7 4.0 1.0
S. 8.9 8.9 7.0 7.0 94 8.7
tredecimspinosus
rho
Cortés 0.2 0.3 0.2 0.2 0.3 0.3
Revillagigedo 1.0 0.4 0.4 0.3 0.2 0.4
Mexicana 0.7 14 0.1 0.3 0.4 0.3
Panamica 0.7 14 0.2 0.3 04 0.3
Galapagos 0.5 1.0 0.9 0.9 0.3 0.3
Clipperton 1.0 0.3 14 14 1.0 0.4
S 0.8 1.3 0.9 0.9 0.7 1.3

tredecimspinosus
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Golfo de California
e

Islas ocednicas del POT
Scorpaenodes xyris
Clado C

100/92

Provincias Mexicana y Pandmica
POT
Scorpaenodes xyris
Clado B

100/100

Gran Caribe
Scorpaenodes tredecimspinosus
Clado A

Figura 1.Hipotesis filogenética obtenida con coxl y rho. Se muestran los valores de probabilidad posterior (pp) proporcionados
por IB (Izquierda) y los valores de soporte de bootstrap (sb) proporcionados por MV (Derecha). Se muestran los Clados A, By
C con corchetes. El clado A consta de individuos procedentes de las provincias Mexicana y Panamica; el clado B incluye a la
especie Scorpaenodes tredecimspinosus y el clado C, el cual agrupa a los individuos de las provincias de Galapagos, Cortés

y las islas Revillagigedo y Clipperton.
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Isla Santa Fe
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Islote Mosquera

000000

Isla Clipperton

Scorpaenodes tredecimspinosus

Figura 2. Red de haplotipos obtenida para el gen mitocondrial coxl. Se muestra una paleta de
colores en la cual cada color hace referencia a las localidades geograficas, cada gama de
colores representa una provincia biogeografica o una Isla o Archipiélago. Se muestra una
escala con la cual comparar el tamafio de los haplotipos y el nimero de secuencias en cada
uno de ellos. Los pasos mutacionales se muestran en circulos blancos y el nimero maximo de
pasos mutacionales entre grupos en un circulo con su numero correspondiente. Con puntos
rojos se muestran los median vectors. Se muestran los haplogrupos con la abreviacién Hg.
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Figura 3. Red de haplotipos rho. Se muestra una paleta de colores en la cual cada color hace
referencia a las localidades geograficas, cada gama de colores representa una provincia
biogeografica o una Isla o Archipiélago. Se muestra una escala con la cual comparar el
tamafio de los haplotipos y el nimero de secuencias en cada uno de ellos. Los pasos
mutacionales se muestran en circulos blancos y el nUmero maximo de pasos mutacionales
entre grupos en un circulo con su numero correspondiente. Con puntos negros se muestran
los haplotipos ancestrales y con un punto rojo los median vectors. Con la abreviacién “Hg” se
sefalan la identidad de los haplotipos encontrados en la red de coxl.
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Agrupamiento 4

Provincia Mexicana - Panamica

Provincia de Cortés

y
1.0 Archipielago de Revillagigedo

99

Isla de Clipperton

98

Provincia de Galapagos

0.6

Figura 4. Species Tree. Agrupamiento nimero 4. Se pueden observar los valores de
probabilidad en la base del nodo.
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Figura 5. Tiempos de divergencia y Areas ancestrales. Se muestran los tiempos de
divergencia para la especie Scorpaenodes xyris. En letras rojas se muestra la media y el
rango (95% PHD) del ancestro comun mas reciente. Se muestran los nodos Las barras de
color muestran cada una de las areas propuestas. Las flechas naranjas punteadas

representan eventos de vicarianza post dispersién, las

flechas rojas representan eventos de

vicarianza y las flechas verdes representan eventos de dispersion.
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1 Istmo de Panamd 15 - 12 Ma
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Scorpaenodes tredecimspinosus
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Revillagigedo

Figura 6. Eventos biogeograficos. Se muestra un arbol basado en los analisis de éareas
ancestrales. Se representa la distribucién del POT, asi como la distribucion del Gran Caribe.
Los puntos negros representan las localidades muestreadas, las lineas punteadas
representan los limites de ambas regiones biogeograficas. Las flechas naranjas punteadas
representan eventos de vicarianza post dispersion, las flechas rojas representan eventos de
vicarianza, las flechas verdes representan eventos de dispersion y por ultimo las lineas azules
representan las paleocorrientes que existieron durante la progresiva formacion del Istmo de
Panama asi como su direccion.
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Anexos

Anexo 1. Amplificacion de los marcadores genéticos.

La amplificacion del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa Subunidad | (coxl) y los marcadores
nucleares Rodopsina (rho) y receptor de melanocortina tipo 1 (MC1R), se realizé mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el volumen final de la reaccién fue de
12.5 pl. Utilizando las siguientes concentraciones; 0.46 mM de Mgcl2, 0.5 mM de DNTP’S,
0.5 mM de cada primer y 0.06U de Taq polimerasa (Invitrogen). Para el gen coxl se
emplearon los primers FISH 1F (5-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’)y FISH 1R (5°-
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3) (Ward et al. 2005) bajo las siguientes
condiciones: temperatura de desnaturalizacion de 94°C por 5:00 minutos, 35 ciclos a una
temperatura de 94°C por 1:00 min (Desnaturalizacion), 50°C para la provincia de Cortés y
Galdpagos y la Isla Clipperton, y por ultimo 55°C para las provincias Mexicana y Panamica,
por 30 segundos (Alineamiento), 72°C por 1:00 minuto (Extension) y una extension final a

72°C por 10:00 minutos.

Para rho se emplearon los primers RH193 (forward) (5-CNTATGAATAYCCTCAGTACTACC-
3) y RH1073 (reverse) (5-CCRCGCACARCGTGGTGATCATG-3') (Chen et al., 2003). Se
realizd una pre PCR con las siguientes condiciones: temperatura de desnaturalizacién de
94°C por 4:00 minutos, 5 ciclos a una temperatura de 94°C por 30 segundos
(Desnaturalizacion), 50°C durante 45 segundos (alineamiento) y 72°C durante 72°C
(Extension). Posteriormente se continuo la PCR bajo las condiciones: 94°C durante 30

segundos, 50°C para la provincia de Cortés, Galapagos 52.2°C, para la provincia Mexicana y
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Panamica 55°C y para Clipperton 56.7°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos (Extension)

y una extension final a 72°C por 7 minutos.

Anexo 2. Secuencias utilizadas como grupos externos las cuales fueron obtenidas de

GenBank. Se anexa el nimero de acceso.

Especie Numero de acceso numero de accesos
coxl rho
S. minor JQ432129 KC222247
S. corallinus JQ432121 KC222249
S. guamensis JQ432125 KC222248
S. scrofa JF494463 EF427510
S. onaria KU943362 EF427508
S. notata KX926431 DQ197899
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Anexo 3. Arboles de especies. Se muestran los agrupamientos 1,11 y Ill con sus valores
probabilidad.
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